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IZVLEČEK 
Uvod: Odpornost bakterij proti antibiotikom je v kliničnem okolju z zdravstvenega vidika 
zelo problematična in je posledično zelo raziskana. Po drugi strani je bilo doslej precej manj 
pozornosti namenjene pojavnosti odpornih bakterij izven kliničnega okolja, kot so šole, 
vrtci, drugi varstveni zavodi, rekreacijske ustanove in domače okolje. Namen: Namen 
naloge je bil ugotoviti, katere bakterije se pojavljajo na oblačilih vzgojiteljic v vrtcu, proti 
katerim antibiotikom so odporne in katere gene za odpornost nosijo in potencialno širijo med 
občutljivimi bakterijami. Cilj naloge je bil dokazati proti meticilinu odporne seve 
Staphylococcus aureus (MRSA), proti vankomicinu odporne enterokoke (VRE) in seve, ki 
tvorijo beta-laktamaze s širokim spektrom delovanja (ESBL). Metode dela: Iz brisov oblačil 
vzgojiteljic, ki smo jih prejeli iz predhodne študije, smo osamili seve na selektivnih in 
diferencialnih gojiščih. Osamili smo seve enterokokov, stafilokokov, po Gramu negativnih 
palčk in skupine Bacillus cereus (B. cereus). Po Gramu negativne palčke smo identificirali 
s komercialno biokemijsko analizo API® ID strip, seve B. cereus z verižno reakcijo s 
polimerazo in seve stafilokokov z z masno spektrometrijo (MALDI-TOF) ter biokemijsko 
analizo API® ID strip. Seve enterokokov nismo identificirali do vrste seva. Vsako skupino 
osamljenih sevov smo testirali za odpornost proti antibiotikom z difuzijsko metodo z diski, 
metodo s kombiniranimi diski, difuzijsko metodo z gradientom ali mikrodilucijsko metodo. 
Odpornost enterobakterij in rodu Bacillus smo ugotavljali tudi z verižno reakcijo s 
polimerazo, pri čemer smo iskali gene za beta-laktamaze in karbapenemaze. Rezultati: 
Osamili smo dva seva po Gramu negativnih bakterij, ki tvorita ESBL; 21 sevov skupine 
Bacillus cereus, ki tvorijo ESBL in so odporni proti nekaterim drugim antibiotikom; štiri 
seve MRSA in VISA; 23 proti meticilinu odpornih stafilokokov (MRS) ter 13 za vankomicin 
delno občutljivih stafilokokov (VIS); nobenega seva VRE, vendar je bilo nekaj enterokokov, 
odpornih proti drugim antibiotikom. Pri nobenem testiranem sevu nismo ugotovili večkratne 
odpornosti proti več kot trem skupinam antibiotikov. Razprava in zaključek: Ugotovili smo 
pojavnost klinično pomembnih odpornih bakterij (ESBL, MRSA, MRS) na oblačilih 
vzgojiteljic, ki se lahko prenašajo tudi na njihove varovance. Ti rezultati kažejo na 
razširjenost odpornih bakterij v nekliničnem okolju in bi kot taki morali biti temelj za ukrepe, 
s katerimi bi širjenje odpornih bakterij v vrtčevskem okolju preprečili.  
Ključne besede: oblačila, vrtec, beta-laktamaze s širokim spektrom delovanja, proti 
meticilinu odporen Staphylococcus aureus, odporne bakterije 
  
  
ABSTRACT 
Introduction: The antibiotic resistance of bacteria is a widely known issue in clinical 
environments, thus, it has been researched thoroughly. Less attention has been given to the 
bacterial resistance in non clinical environment, in communities such as schools, 
kindergardens, recreational sites and domestic environments. Purpose: The purpose of this 
study is to detect the presence of resistant bacteria on clothes of childcare workers, to identify 
them and to which antibiotics they are resistant to, which resistance genes they are carrying 
and possibly sharing among suscceptable bacteria. This thesis aims to prove the presence of 
MRSA, VRE and ESBL. Methods: We isolated strains of different bacterial groups on 
selective or differential mediums from the swabs of a preliminary study. Therefore, we 
isolated resistant strains of enterococci, staphylococci, Gram-negative bacilli 
(Enterobacteriaceae) and Bacillus cereus group. Gram-negative bacilli were identified by 
using commercial kit API® ID strip, strains of B. cereus group by PCR method and 
staphilococci by MALDI-TOF method and commercial kit API® ID strip. Strain 
identification was not performed on enterococci. Antibiotic susceptibillity testing was 
performed for each group by the disc diffusion method, combined disc method, gradient 
diffusion method or microdilution method. The resistance of th strains was also evaluated 
through gene sequencing of beta-lactamases and carbapenemases. Results: We managed to 
isolate two strains of ESBL Gram-negative bacilli, 21 ESBL strains of B. cereus group that 
also showed resistance to some other antibiotics, four strains of MRSA and VISA, 23 strains 
of MRS, 13 strains of VIS and no VRE, although some enterococci proved resistant to other 
antibiotics. No strain proved multiple resistance to antibiotics. Discussion and conclusion: 
The thesis proves occurrence of clinically important, resistant bacteria (such as ESBL, 
MRSA, MRS, etc.) on clothes of childcare workers. The results indicate the spread of 
bacterial resistance out of clinical environment. These findings ought to be a base of concern 
and necessary measures required to prevent further spreading of resistant bacteria outside 
clinical environments. Thus, the necessity for further research should not be neglected.  
Keywords: clothes, child care, extended-spectrum beta-lactamases, methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus, resistant bacteria 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN OKRAJŠAV 
AMP antibiotik ampicilin 
BA Bacillus anthracis 
BC Bacillus cereus  
BCg Bacillus cereus skupina (ang. B. cereus group) 
BM Bacillus mycoides  
BT Bacillus thuringiensis  
CAZ antibiotik ceftazidim (ang. ceftazidime) 
CIP antibiotik ciprofloksacin (ang. ciprofloxacin) 
CLA inhibitor klavulanska kislina (ang. clavulanic acid/clavulanate) 
ConS 
koagulaza negativni stafilokoki (ang. coagulase negative 
staphylococci)  
CPD antibiotik cefpodoksim (ang. cefpodoxime) 
CTX antibiotik cefotaksim (ang. cefotaxime) 
DNK deoksiribonukleinska kislina, molekula, ki nosi dedni zapis 
EDTA Etilendiamintetraocetna kislina (ang. ethylene diamin etetraacetic acid) 
ESBL 
beta-laktamaze s širokim spektrom delovanja (ang. extended spectrum 
beta-lactamases) 
FM antibiotik nitrofurantoin 
FOX antibiotik cefoksitin (ang. cefoxitin) 
GEM antibiotik gentamicin (ang. gentamycin) 
IMI antibiotik imipenem 
LZD antibiotik linezolid 
MBL metalo- beta-laktamaze (ang. metallo-beta-lactamases) 
MDR večkratno odporne bakterije (ang. multi drug resistant) 
MEM antibiotik meropenem 
MIC 
minimalna inhibitorna koncentracija (ang. minimal inhibitory 
concentration) 
MRS 
proti meticilinu odporni stafilokoki (ang. methicillin-resistant 
staphylococci) 
MRSA 
proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus (ang. methicillin 
resistant Staphylococcus aureus) 
NLZOH Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano  
NOR antibiotik norfloksacin (ang. norfloxacin) 
OXA antibiotik oksacilin (ang. oxacilin) 
PBP penicilin vezoče beljakovine (ang. penicilin binding proteins) 
SAM 
kombinacija antibiotika ampicilina in inhibitorja beta-laktamaz 
sulbaktama (ampicilin-sulbaktam) 
STM antibiotik streptomicin (ang. stretomycin) 
TC antibiotik tetraciklin (ang. tetracycline) 
VAN antibiotik vankomicin (ang. vancomycin) 
VISA 
za vankomicin delno občutljiv S. aureus (ang. vancomycin 
intermediate S. aureus) 
VRE 
proti vankomicinu odporni enterokoki (ang. vancomycin resistant 
Enterococcus) 
VRSA 
proti vankomicinu odporen Staphylococcus aureus (ang. vancomycin 
resistant Staphylococcus aureus) 
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1 UVOD 
Antibiotiki so že več kot 60 let sredstvo za zdravljenje bakterijskih okužb pri ljudeh in 
živalih. Njihova uporaba se je skozi desetletja drastično razširila, vendar je zaradi pogoste 
nepravilne rabe prišlo do zmanjšanja občutljivosti in razvoja odpornosti bakterij (WHO – 
World Health Organization, 2014). Antimikrobna odpornost je zmožnost mikroorganizma, 
da se upre aktivnosti enega ali več antimikrobnih sredstev (ECDC – European Centre for 
Disease Prevention and Control, 2016). Pridobitev odpornosti je sicer naravni mehanizem 
mikroorganizmov, ki se pospešuje zaradi selektivnega pritiska antibiotikov (WHO, 2014). 
Poglavitna dejavnika, ki vodita v pojavnost in predvsem širjenje odpornih mikroorganizmov, 
sta nepravilna ali pretirana uporaba antimikrobnih sredstev tudi v nekliničnem okolju in 
prenos odpornih mikroorganizmov med ljudmi, živalmi in okoljem (ECDC, 2016). 
Zaradi problematike okužb, povezanih z zdravstvom, je veliko raziskav usmerjenih v 
proučevanje prenosa bakterij in njihove odpornosti tudi preko oblačil zaposlenih v kliničnem 
okolju (Scott et al., 2015; Wiener-Well et al., 2011; Treakle et al., 2009; Perry et al., 2001; 
Loh et al., 2000; Wong et al., 1991; Babb et al., 1983). O kontaminaciji in prenosu okužb 
preko oblačil ali uniform zaposlenih v vrtcih v razpoložljivi literaturi ni veliko podatkov. 
Prevalenco ESBL (ang. extended spectrum beta-lactamases = beta-laktamaze s širokim 
spektrom delovanja) so proučevali predvsem v povezavi s kliničnim okoljem (Kim et al., 
2017; Megged, 2014; Doi et al., 2013; Birgy et al., 2012; Mendonça et al., 2007), tudi prenos 
VRE (ang. vancomycin resistant Enterococcus = proti vankomicinu odporni enterokoki) so 
doslej dokazali le iz bolnišnice v domače gospodinjstvo in ne tudi širitev iz gospodinjstva 
(Baran et al., 2002). Nekaj več o širitvi odpornih bakterij v skupnosti izven kliničnega okolja 
je raziskanega v zvezi z bakterijo MRSA (ang. methycilin resistant Staphylococcus aureus 
(S. aureus) = proti meticilinu odporen S. aureus). O največ izbruhih izven kliničnega okolja 
so poročali v okolju s športno dejavnostjo (Bowers et al., 2008; Huijsdens et al., 2006; 
Romano et al., 2006; Lindenmayer et al., 1998) in tudi v vrtcih (Masuda et al., 2002; Tavares 
et al., 2010).  
Proti antibiotikom odporne bakterije so naraščajoč problem, zato ni več omejen le na 
klinično okolje. Proučevanje odpornih bakterij izven kliničnega področja je zelo pomembno. 
Naša raziskava bo doprinos na področju poznavanja pojavnosti odpornih bakterij izven 
kliničnega okolja.  
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1.1 Splošno o antibiotikih 
Antibiotik je snov, ki ovira rast in razmnoževanje mikroorganizmov, lahko pa jih tudi ubije. 
Nastane kot produkt drugih mikroorganizmov (bakterij, gliv). Večinoma antibiotiki delujejo 
na bakterije, ne pa na viruse ali parazite. Seveda v sedanjem času proizvajajo učinkovitejše 
oblike antimikrobnih zdravil, ki jim pravimo kemoterapevtiki. Slednji so umetno 
sintetizirani ali pa nastanejo s kemijsko modifikacijo naravnega antibiotika. Glede na 
njihovo delovanje imajo lahko baktericidni ali bakteriostatični učinek (Kotnik, 2002). 
Poznamo pet poglavitnih načinov delovanja antibiotikov na bakterijsko celico: oviranje 
izgradnje njene celične stene, zaviranje sinteze celičnih beljakovin, oviranje sinteze 
nukleinskih kislin (DNK, RNK), inhibicija metaboličnih poti ter motnje delovanja celične 
membrane (Shaikh et al., 2015). Glede na njihovo kemijsko strukturo antibiotike delimo v 
skupine: beta-laktami, glikopeptidi (oviranje izgradnje celične stene), makrolidi, 
kloramfenikol, aminoglikozidi, tetraciklini (inhibicija sinteze beljakovin), kinoloni (oviranje 
sinteze nukleinske kisline), sulfonamidi (motnje metabolne poti), polimiksini (motnje 
delovanja celične membrane) (Tenover, 2006). 
 
1.2 Odpornost bakterij proti antibiotikom 
Bakterije imajo več mehanizmov za odpornost proti antibiotikom. Nekatere vrste posedujejo 
naravno (intrinzično) odpornost, kar pomeni, da so vsi sevi te bakterijske vrste enako odporni 
proti določenemu antibiotiku. Težavo predstavlja pridobljena odpornost, kjer primarno 
občutljiva populacija bakterij postane odporna proti antibiotiku. Odpornost se ob 
selektivnem pritisku širi na ostale mikroorganizme (Tenover, 2006). Mehanizmi pridobljene 
bakterijske odpornosti so naslednji: spremenjeno tarčno mesto, na katerega deluje antibiotik 
(npr. sprememba penicilin vezočih beljakovin (ang. penicilin binding proteins = PBPs)), 
uničenje antibiotika z encimsko razgradnjo (npr. encimi beta-laktamaze), manj prepustna 
celična membrana (npr. sprememba porinov v celični steni), sprememba metabolne poti, na 
katero antibiotik vpliva, iztiskanje antibiotika iz celice preko aktivnih črpalk (Seme, 2002). 
Odpornost je lahko pridobljena vertikalno z mutacijo in selekcijo, prenaša se med 
bakterijami iste vrste. Horizontalen prenos genov za odpornost lahko poteka tudi med 
bakterijami iz različnih rodov ali vrst. Geni za odpornost so lahko vgrajeni v bakterijsko 
DNK, plazmide ali transpozone. Pri konjugaciji se geni za odpornost prenesejo preko spolnih 
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pilov v drugo, recipientsko celico, kjer se odpornost tudi izrazi. Pri transdukciji so za prenos 
gena odgovorni bakteriofagi, kar se v naravi redkeje pojavlja. Pri transformaciji bakterija 
privzame segmente DNK, ki jih je odporna bakterija ob lizi celice sprostila v okolje 
(Tenover, 2006). 
1.3 Antibiotiki, ki delujejo na celično steno bakterije 
Bakterijska celična stena ima pomembno vlogo pri vzdrževanju bakterijske strukture in jo 
varuje pred stresom zaradi osmotskega tlaka in pri delitvi celice. Za ohranjanje tovrstne 
oblike celice je potrebna trdna struktura, ki jo v bakterijski steni gradi murein oz. 
peptidoglikan. Slednji sestoji iz polimerizirane verige dveh različnih glikanskih enot 
(aminosladkorjev), in sicer N-acetilglukozamina in N-acetilmuraminske kisline, ki sta med 
seboj povezani z glikozidno vezjo. Na vsako N-acetilmuraminsko kislino je pritrjen 
pentapeptid, katerega prosti konec sestoji iz dveh peptidov D-alanil-D-alanin (skupaj tvorita 
enoto acil-D-ala-D-ala). Prosti konec prvega pentapeptida se s sosednjim prostim koncem 
drugega pentapeptida prečno poveže, tako da skupaj z aminosladkorji tvorita mrežno 
strukturo peptidoglikana. Proces sinteze peptidoglikana sestoji iz več korakov, v katerih je 
pomembno delovanje encimov, kot sta transpeptidaza in transglikozilaza (Höltje, 1998). Ker 
sta ta dva encima, tako kot še mnogi drugi, sposobna vezati penicilin, so tovrstne encime 
poimenovali penicilin vezoče beljakovine (Ghuysen et al., 1996). Encim transpeptidaza 
katalizira peptidno vez med prostim koncem D-ala-D-ala, ki je že vezan na peptidoglikansko 
enoto, ter prostim koncem D-ala-D-ala prekurzorskega gradnika (acil-D-ala-D-ala). 
Slednjega je celica sintetizirala v citoplazmi in se je nato prenesel na zunanjo stran 
membrane (Höltje, 1998).  
1.3.1 Beta-laktamski antibiotiki 
Beta-laktamski antibiotiki tarčno delujejo na bakterijsko celično steno tako, da inhibirajo za 
biosintezo peptidoglikana esencialne encime (Ghuysen et al., 1996). Struktura tipičnega 
beta-laktamskega antibiotika namreč imitira strukturo prostega konca peptidoglikana. Tako 
kot prosti konec peptidoglikana, D-ala-D-ala, tudi beta-laktami vežejo aktivni del PBP 
encimov. Ker se encim, ki je potreben za katalizo peptidnih vezi, veže na beta-laktamski 
antibiotik, se biosinteza peptidoglikana inhibira. Če je izgradnja peptidoglikana oz. celične 
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stene onemogočena, to vodi v propad bakterijske celice (Knox et al., 1996; Tipper, 
Strominger, 1965).  
Beta-laktamske antibiotike delimo v štiri skupine: peniciline, cefalosporine, karbapeneme in 
monobaktame (Singh et al., 2017). Modifikacija antibiotikov iz razreda penicilinov ima za 
posledico preko 20 klinično uporabnih antibiotikov, od tega najbolj znane meticilin, 
amoksicilin in piperacin. Razred cefalosporinov je zaradi intenzivnega raziskovanja narastel 
na več kot 70 predstavnikov, velikokrat s širokospektralnim delovanjem. Glede na njihovo 
odkritje jih kronološko delimo v:  
 prvo generacijo (cefadroxil, cefazolin, cephalexin, ipd.); 
 drugo generacijo (cefamandole nafate, cefaclor, cefuroxime axtel, cefprozil, ipd.); 
 tretjo generacijo (cefixime, cefpodoxime, ceftazidime, cefdinir, cefotaxime, 
ceftibuten, ceftriaxone, ipd.): zelo učinkoviti, njihova široka uporaba je vodila v 
porast rezistence zaradi beta-laktamaz med po Gramu negativnimi patogeni, kot tudi 
odpornimi stafilokoki in enterokoki; 
 četrto generacijo (cefepime, cefpirome, ipd.) (Page, 2012). 
Cefoksitin, ceftotetan in cefmetazol se načeloma uvrščajo med cefalosporine, nekateri pa jih 
štejejo v skupino cefamicinov (Page, 2012). Karbapenemi imajo med vsemi obstoječimi 
derivati beta-laktamov najširši spekter delovanja in hkrati najintenzivnejšo moč proti po 
Gramu pozitivnim in po Gramu negativnim bakterijam. Posledično so obravnavani kot 
sredstvo v sili in se uporabijo zgolj za bolnike s kritično stopnjo bolezni in v kolikor menijo, 
da gre za kolonizacijo z izredno odpornim sevom (Torres et al., 2007; Bradley et al., 1999). 
Na žalost se pojavljajo večkratno odporne bakterije (ang. multi drug resistant = MDR) tudi 
proti tej skupini antibiotikov (Chouchani et al., 2011; Gaibani et al., 2011). Predstavniki 
karbapenemov so imipenem, meropenem, doripenem (Papp-Wallace et al., 2011). 
Aztreonam je edini predstavnik razreda monobaktamov na trgu, učinkovit je le proti po 
Gramu negativnim bakterijam. Monobaktami imajo le en obroč, odporni so proti metalo-
beta-laktamazam (Page, 2012).  
Mnogo patogenih bakterij je pridobilo odpornost zaradi beta-laktamaz, encimov, ki 
onemogočajo delovanje beta-laktamskih antibiotikov (Pratt, 2016; Bush, 2012). Kot 
odgovor na to so se razvili inhibitorji beta-laktamaz. Čeprav sami po sebi niso 
antibakterijsko aktivni, zaradi zaviranja encimov beta-laktamaz omogočajo antibiotiku 
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njegovo delovanje (Drawz et al., 2014). Tipični predstavniki so sulbaktam, klavulanska 
kislina in tazobaktam (Page, 2012).  
1.3.1.1 Odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom 
Beta-laktamaze so encimi bakterijske celice, ki razklenejo beta-laktamski obroč antibiotika 
in ga s tem inaktivirajo. Encimi se med seboj razlikujejo glede na vrsto beta-laktamskega 
antibiotika, na katerega delujejo. Vsak encim je kodiran z geni na kromosomu ali na 
plazmidu. Po Gramu pozitivne bakterije (predvsem stafilokoki) tvorijo večinoma beta-
laktamaze, ki deaktivirajo le peniciline (penicilinaze), manj pa druge beta-laktamske 
antibiotike. Njihovi encimi so kodirani s plazmidnimi geni. Pri po Gramu negativnih 
bakterijah je pogost kromosomski gen za inducibilne beta-laktamaze, kar je intrinzična 
lastnost. To pomeni, da ob stiku z beta-laktamskim antibiotikom (inducibilnost) vsi 
predstavniki iste vrste (intrinzičnost) pospešeno sintetizirajo potreben encim za odpornost. 
Tovrstne beta-laktamaze so učinkovite bolj proti cefalosporinom kot penicilinom. Po Gramu 
negativne bakterije imajo tudi prenosljive plazmidne gene za beta-laktamaze (Seme, 2002).  
Stalna izpostavljenost raznovrstnih bakterij beta-laktamskim antibiotikom je spodbudila h 
konstantni in dinamični sintezi ter mutaciji encimov beta-laktamaz v izpostavljenih 
bakterijah. Bakterije so tako razvile odpornost tudi proti novo proizvedenim beta-
laktamskim antibiotikom. Te novonastale encime imenujemo beta-laktamaze s širokim 
spektrom delovanja (ang. extended-spectrum beta–lactamases = ESBL), ki lahko 
hidrolizirajo peniciline, cefalosporine prve, druge in tretje generacije ter aztreonam, vendar 
so občutljivi za inhibitorje beta-laktamaz (klavulanska kislina, sulbaktam). ESBL ne morejo 
hidrolizirati karbapenemov in cefamicinov (Pitout, Laupland, 2008; Paterson, Bonomo, 
2005).  
Trenutno sta v rabi dve shemi za klasifikacijo beta-laktamaz, in sicer: Amblerjeva 
molekularna klasifikacijska shema (Ambler, 1980) in funkcijska klasifikacijska shema 
(Bush, Jacoby, 2010). Molekularna shema temelji na sekvenci aminokislin in razdeli beta-
laktamaze v razrede A, C in D, ki imajo na aktivnem mestu serin, ter razred B metalo-
encimov, ki na aktivnem mestu vsebujejo kovino cink. Kar se tiče združevanja v encimske 
skupine se funkcijska shema v precejšnji meri ujema z molekularno, vendar se funkcijska 
ravna po fenotipu kliničnih izolatov. To pomeni, da obravnava tako odnos do substrata kot 
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tudi do inhibitorja. V skupino 1 spadajo cefalosporinaze (razred C po Amblerjevi shemi), 
kodirane so z geni na kromosomu, bolj so aktivne proti cefalosporinom kot 
benzilpenicilinom in so odporne proti klavulanski kislini. Skupina 2 serinske beta-laktamaze 
(razred A in D po Amblerjevi shemi) je največja skupina beta-laktamaz, pretežno zaradi 
naraščajočega odkrivanja ESBL v zadnjih 20 letih. Vanjo spadajo encimi tipa TEM, SHV, 
CTX-M, OXA in drugi. Skupina 3 metalo-beta-laktamaz (ang. metallo-beta-lactamases = 
MBL) je strukturno in funkcijsko drugačna od ostalih dveh. Včasih je to skupino od ostalih 
ločevala sposobnost hidrolize karbapenemov, vendar je to značilno tudi za nekatere serinske 
beta-laktamaze. Za razliko od serinskih beta-laktamaz MBL slabo hidrolizirajo 
monobaktame. Predvsem pa jih ne inhibira klavulanska kislina ali tazobaktam. Namesto 
slednjih se za inhibicijo MBL uporablja etilendiamintetraocetna kislina (v nadaljevanju 
EDTA) (Bush, Jacoby, 2010). Pomembna v skupini karbapenemaz sta razreda IMP in VIM, 
ki sta kodirana na plazmidu (Dumon et al., 1979).  
Sposobnost tvorbe ESBL pri enterobakterijah predstavlja probleme pri izbiri učinkovitih 
antibiotikov. Za zdravljenje okužb, povzročenih z enterobakterijami, ki tvorijo ESBL, 
najpogosteje uporabljajo karbapeneme. Poznamo več različnih encimov ESBL, kot so TEM, 
SHV, CTX, OXA, PER, GES ipd. (Shaikh et al., 2015). TEM-1 hidrolizira peniciline in 1. 
generacijo cefalosporinov, ne pa oksiamino cefalosporinov. Ime razreda CTX je nastalo 
zaradi izredne sposobnosti hidrolize cefotaksima. CTX-M je trenutno najpogostejša 
genetska varianta ESBL in se prenaša horizontalno s plazmidom ali transpozonom (Olson et 
al., 2005; Paterson, Bonomo, 2005; Humeniuk et al., 2002; Poirel et al., 2002a). Bakterije 
imajo lahko poleg CTX-M hkrati še gene za beta-laktamaze SHV ali AmpC (Poirel et al., 
2002b). Tip OXA je tako imenovan zaradi sposobnosti hidrolize oksacilina. Pojavlja se 
predvsem pri bakteriji Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), vendar je prisoten tudi pri 
drugih po Gramu negativnih bakterijah (Bush et al., 1995).  
Beta-laktamaze AmpC hidrolizirajo cefalosporine od prve do tretje generacije, peniciline in 
aztreonam. Ne spadajo v skupino ESBL, saj inhibitorji beta-laktamaz nanje nimajo vpliva. 
Običajno so kodirani na kromosomih, vendar jih najdemo tudi na plazmidih. Proizvodnja 
kromosomsko kodiranih encimov AmpC je običajno inducirana ob prisotnosti beta-
laktamskih antibiotikov, predvsem cefalosporinov (Chow et al., 1991). Geni AmpC se 
nahajajo v enterobakterijah in nekaterih drugih po Gramu negativnih bakterijah (Bush et al., 
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1995; Bush, Jacoby, 2010). Plazmidni AmpC se lahko hiperproducira pri sevih E. coli, 
Klebsiella in Salmonella enteritidis (Jacoby, 2009).  
Karbapenemaze/metalo-beta-laktamaze so encimi, ki deaktivirajo skoraj vse beta-
laktamske antibiotike, vključno s karbapenemi, in so največkrat prisotni v enterobakterijah 
vrste Acinetobacter baumanii in P. aeruginosa (Canton et al., 2012). Delijo se na dve skupini 
glede na njihovo aktivno mesto. Prva skupina so karbapenemaze s serinskim prostim 
koncem, ki so uvrščene v razred A in razred D molekularne sheme beta-laktamaz. Druga 
skupina so metalo-beta-laktamaze, ki so uvrščene v razred B molekularne sheme, in imajo 
na aktivnem mestu cink (metalo-karbapenemaze) (Queenan, Bush, 2007; Walsh et al., 2005; 
Ambler, 1980). Tipični predstavniki metalo-karbapenemaz so IMP, VIM, GIM in SIM, ki 
so največkrat kodirani na plazmidih (Cornaglia et al., 2011). Slednje ne inhibira klavulanska 
kislina, temveč EDTA (Queenan in Bush, 2007). Med karbapenemaze lahko prištevamo 
nekatere OXA encime (D razred), saj so sposobni šibko hidrolizirati tudi karbapeneme. 
Običajno so kodirani na kromosomu, vendar jih najdemo tudi na plazmidu (Walther-
Rasmussen in Høiby 2006; Bush et al., 1995; Poirel et al., 2004). Ti encimi in njihovi 
organizmi so običajno neodzivni na dodatek klavulanske kisline in EDTA. Tipični 
predstavniki so OXA-48, OXA-58, OXA-24, OXA-23 (Queenan in Bush, 2007; Bush in 
Jacoby, 2010). 
1.3.2 Glikopeptidi (vankomicin) 
Tako kot beta-laktamski antibiotiki tudi glikopeptidi vplivajo na izgradnjo bakterijske 
celične stene. Za razliko od beta-laktamskih antibiotikov se glikopeptidi ne vežejo na 
biosintetske encime, temveč neposredno na prosti konec acil-D-ala-D-ala na peptidoglikanu 
in prekurzorskem gradniku. Ker je onemogočeno pripenjanje encimov transglikozilaze in 
transpeptidaze na prosti konec acil-D-ala-D-ala, je s tem inhibirana sinteza peptidoglikankih 
vezi. Bakterija tako ne more izgraditi celične stene do konca, prav tako je onemogočena 
njena delitev, zato celica propade. Zaradi svojega tarčnega delovanja na celično steno, ki je 
celice sesalcev nimajo, glikopeptidi delujejo destruktivno le na bakterijske celice (Reynolds, 
1989; Reynolds, 1961). Bakterija se glikopeptidnih antibiotikov lahko ubrani z 
nadomeščanjem tarčnega prostega konca D-ala-D-ala s prostim koncem, ki ima nižjo 
afiniteto za glikopeptid, to sta D-ala-D-lac ali D-ala-D-ser, drug način odpornosti pa je 
odstranitev prekurzorjev D-ala-D-ala. Za vankomicin delno občutljivi sevi S. aureus (ang. 
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vancomycin intermediate S. aureus = VISA) ima običajno debelejšo celično steno in 
presežke prostih skupin D-ala-D-ala, slednje delujejo kot lažne tarče za vankomicin. 
Posledično je zmanjšana količina antibiotika, ki bi lahko oškodovala biosintezo celične stene 
(Reipert et al., 2003). Glikopeptidi so velike molekule, ki lahko prehajajo le skozi celično 
steno po Gramu pozitivnih bakterij, skozi večplastno celično steno po Gramu negativnih 
bakterij pa ne. Pomembni predstavniki glikopeptidnih antibiotikov so vankomicin, 
teikoplanin, oritravicin, telavancin, dalbavancin (Santos-Benedit et al., 2017). Prvi odkriti 
glikopeptid je bil vankomicin leta 1956 (McCormick, 1956). Prvi odporen izolat 
enterokokov proti vankomicinu so odkrili šele po tridesetih letih klinične uporabe tega 
antibiotika (Courvalin, 1990). Odpornost proti vankomicinu se lahko med enterokoki širi s 
plazmidom (tipa vanA, vanB) ali pa so geni locirani na kromosomu (Sharifi-Rad et al., 2016; 
Iweriebor et al., 2015). Skrb vzbujajoča lastnost sevov VRE je sposobnost prenosa odpornih 
genov na bakterijo S. aureus, ki postane odporen proti vankomicinu (ang. vancomycin 
resistant S. aureus = VRSA), saj je problematičen mikroorganizem v kliničnem okolju 
(Iweriebor et al., 2015), še posebej če gre hkrati za izolat MRSA (Tenover et al., 2004; Chang 
et al., 2003).  
 
1.4 Bakterije, ki so klinično pomembne zaradi njihove odpornosti 
proti antibiotikom 
1.4.1 Enterobakterije in drugi klinično pomembni po Gramu 
negativni patogeni 
Enterobakterije so velika in raznovrstna skupina po Gramu negativnih palčk, ki se nahajajo 
v okolju in so del običajne človeške in živalske mikrobiote. Rastejo tako v aerobnih kot 
anaerobnih pogojih. So najpogostejši povzročitelj uroinfektov, nekatere izmed njih lahko 
povzročajo diarejo. Kadar se okužba razširi na krvožilni sistem, lahko privede do po Gramu 
negativnega endotoksičnega šoka in celo smrti. Najbolj virulentni sevi enterobakterij so iz 
rodov Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella in Yersinia, ostale klinično manj 
pomembne skupine so Enterobacter, Serratia, Proteus, Morganella in Providencia (Ryan, 
2004c). ESBL enterobakterije so odporne proti večini beta-laktamskih antibiotikov, kar 
močno omeji možnosti zdravljenja (Paterson, 2000). Pri uroinfektih, povzročenih z ESBL 
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enterobakterijami, se doba hospitalizacije pri odraslih močno podaljša v primerjavi z 
ostalimi uroinfekti (MacVane et al., 2014), pri otrocih pa so uroinfekti najpogostejše 
infekcije, ki jih enterobakterije ESBL povzročijo (Logan et al., 2014; Megged, 2014; Fan et 
al., 2014; Dayan et al., 2013; Blaschke et al., 2009).  
Escherichia coli (E. coli) je del normalne črevesne mikrobiote pri človeku, vendar lahko 
povzroča tudi okužbe. Je najpogostejši povzročitelj okužb krvožilnega sistema in urinarnega 
trakta v Evropi. Okužbe so lahko kliničnega ali nekliničnega izvora. Bakterija je lahko 
odgovorna tudi za intraabdominalne težave ter neonatalni meningitis. Pogosto povzroča 
okužbe s hrano. Odpornost, katere vzrok so ESBL ali karbapenemaze, se med sevi prenaša 
predvsem z mobilnim genetskim materialom (ECDC, 2016).  
Oportunistični patogen Klebsiella spp. običajno napade imunsko oslabljene hospitalizirane 
paciente. V tej skupini je najpogostejši povzročitelj bolnišničnih okužb Klebsiella 
pneumoniae (K. pneumoniae), precej manjkrat pa K. oxytoca (Schaberg et al., 1991; Horan 
et al., 1988). Običajno se nahaja v gastrointestinalnem traktu, na koži in v respiratornem 
traktu. Okužbe z bakterijo K. pneumoniae se pojavljajo večinoma v bolnišničnem okolju in 
se zelo hitro prenašajo med pacienti in preko rok osebja. Pogoste so okužbe urinarnega 
trakta, spodnjega dihalnega trakta, intraabdominalne okužbe in okužbe krvožilnega sistema. 
Tudi pri bakteriji K. pneumoniae se odporni geni prenašajo preko plazmida, ker ima 
kromosomsko kodiran zapis za razred A beta-laktamaze, je intrinzično odporna proti 
aminopenicilinom (ECDC, 2016). 
P. aeruginosa je najpogostejši patogen rodu Pseudomonas spp. in je po Gramu negativna 
palčka, ki je morfološko ožja kot enterobakterije. Primarni habitat bakterije P. aeruginosa 
in ostalih vrst tega rodu je okolje, torej voda, zemlja, rastline, možna je tudi kolonizacija 
človeka predvsem pri hospitaliziranih pacientih. Pogoj za dejansko okužbo je zelo oslabljen 
imunski sistem, težke bolezni ali odprte rane, saj je izbruh pri zdravem človeku izjemno 
redek. Ker lahko preživi in se razmnožuje v vsaki vodi z minimalno količino hranil, lahko 
pride do kontaminacije katerekoli nesterilne tekočine. Inhalacija tako kontaminiranih 
aerosolov lahko spodbudi okužbo pljuč. Poleg okužb dihalnega sistema lahko povzroča tudi 
okužbe urinarnega trakta, vnetja, okužbe ran, abscese, zelo podobno kot oportunistične 
enterobakterije. Ko do okužbe pride, jo je težko pozdraviti (Ryan, 2004d). P. Aeruginosa je 
intrinzično odporna vrsta proti veliko protimikrobnim sredstvom, zaradi sposobnosti 
izčrpavanja antibiotika iz celice ter izredno selektivne permeabilnosti zunanje membrane 
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(ECDC, 2016). Dedni material za beta-laktamaze pri bakteriji P. aeruginosa se pojavlja tako 
na kromosomu (transpozon) kot tudi na plazmidu (Girlich et al., 2002).  
Acinetobacter spp. je vrsta bakterij z značilnim predstavnikom Acinetobacter baumannii (A. 
baumannii), ki je oportunistična patogena bakterija, katere okužbe so običajno povezane z 
zdravstveno oskrbo. To so predvsem pljučnica, okužbe krvožilja, urinarnega trakta in ran. 
Okužbe se pojavljajo pri starostnikih, težko bolnih pacientih, imunokompromiranih ali hudo 
poškodovanih osebah, lahko tudi zaradi invazivnih posegov, katetrov, 
mehanskegapredihavanja, dolge dobe hospitalizacije ali predhodnega zdravljenja z 
antibiotiki. Skupina je intrinzično odporna proti veliko antibiotičnih sredstev zaradi 
selektivne permeabilnosti zunanje membrane, pridobljena odpornost je lahko zaradi 
mutacije kromosoma ali plazmidnega gena (ECDC, 2016).  
1.4.2 Bacillus cereus  
Bacillus cereus (B. cereus) so po Gramu pozitivne gibljive paličice, ki so prisotne v okolju, 
aerobne, nekapsulirane in lahko tvorijo endospore (Bottone, 2010; Katsuya et al., 2009). 
Endospore lahko preživijo pasterizacijo in so lahko odporne proti mnogim razkužilom 
(Torkar, Bogovič Matijašić, 2003). Iz okolja se lahko hitro prenesejo na hrano, z njo vstopajo 
v prebavila sesalcev in povzročajo zastrupitev s hrano in emetični ali diarealni sindrom 
(Katsuya et al., 2009). Pri imunsko oslabljenih osebah lahko povzroča tudi mnoge okužbe, 
kot so sepsa, meningitis, endokarditis, endoftalmitis, okužbe ran, pljučnica in podobno 
(Katsuya, 2009; Savini et al., 2009; Ginsburg et al., 2003). B. cereus je intrinzično odporen 
proti penicilinom in cefalosporinom zaradi tvorbe dveh encimov penicilinaz, imenovanih 
beta-laktamaza I in III (BCI in BCIII) ter enega encima metalo-beta-laktamaze, 
imenovanega beta-laktamaza II (BCII). Encima beta-laktamaza I in III inhibira klavulanska 
kislina, medtem ko beta-laktamaze II klavulanska kislina ne inhibira (Chen et al., 2003). 
Nekaj avtorjev je že izpostavilo gene za BCII in druge MBL, ki jih posedujejo okoljske 
bakterije kot potencialni vir ali prekurzor pridobljenih MBL. Ti se lahko prenesejo s 
transformacijo ali konjugacijo v oportunistične in patogene bakterije, ki so izpostavljene 
selektivnemu pritisku antibiotikom (Meini et al., 2015; Tomatis et al., 2005). Torkar in 
Bedenić (2018) sta s svojimi rezultati prišli do enake predpostavke prav za vrsto B. cereus. 
Nekateri sevi iz skupine B. cereus sensu lato so genetsko zelo podobni vrsti B. cereus sensu 
stricto iz te skupine, zato jih tudi z novejšimi tehnikami ni mogoče ločiti. To velja zlasti za 
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B. cereus sensu stricto in B. thuringiensis (Porcellato et al., 2018; Liu et al., 2015; Fernández-
No et al., 2013). Drugi predstavniki B. cereus sensu lato so B. anthracis, B. thuringiensis, B. 
mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, B. toyonensis (Liu et 
al., 2015). Antibiotiki, ki so običajno učinkoviti proti njim so gentamicin, vankomicin, 
linezolid, streptomicin, tetraciklin, ciprofloksacin, kloramfenikol, rifampicin ipd. (Luna et 
al., 2007).  
1.4.3 Enterokoki 
Med vsemi vrstami enterokokov sta Enterococcus faecalis in Enterococcus faecium 
najpomembnejši vrsti, ki pri človeku povzročata okužbe (Gray et al., 1991). Sicer so 
enterokoki del normalne človeške mikrobiote v gastrointestinalnem traktu in generalno 
neškodljivi komenzali, ki lahko povzročijo bolezni, vendar do okužb prihaja skoraj izključno 
samo v kliničnem okolju pri imunsko oslabljenih osebah (Ryan, 2004b). Kljub temu so v 
zadnjih letih enterokoki pogosto odgovorni za proti antibiotikom odporne in v bolnišnici 
pridobljene okužbe krvnega obtoka, urinarnega trakta, kirurških ran ter hkrati zaradi 
sposobnosti prenosa odpornosti na druge mikrobe (McBride et al., 2007). Enterokoki so po 
Gramu pozitivni koki, ki se običajno združujejo v pare ali kratke verižice (Ryan, 2004b). So 
zelo robustne bakterije, ki lahko rastejo ob prisotnosti višjih koncentracij soli in v širokem 
spektru pH in temperature (10–45 °C). Posledično so zelo prilagodljivi v različnih okoljih, 
kar doprinese k tveganju za prenos okužb (Bonten et al., 2001; Huycke et al., 1998). 
Antimikrobna sredstva, ki se uporabljajo proti enterokokom so ampicilin, vankomicin in 
kombinacija penicilina in aminoglikozida (Ryan, 2004b). So intrinzično odporni proti 
cefalosporinom, sulfonamidom, nižjim koncentracijam aminoglikozidov in niso tako 
občutljivi za beta-laktamske antibiotike, saj imajo njihovi encimi PBP zelo nizko afiniteto 
(ECDC, 2016). Zelo so podvrženi pridobivanju odpornosti preko plazmidov ali 
transpozonov od iste ali druge bakterijske vrste (Ryan, 2004b).  
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1.4.4 Stafilokoki in MRSA 
Stafilokoki so po Gramu pozitivni koki, ki se združujejo v grozde, ne delajo spor, so aerobi 
in fakultativni anaerobi. Veliko stafilokokov v splošnem kolonizira ljudi, med njimi so 
najbolj klinično pomembni S. aureus, Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) in 
Staphylococcus saprophyticus. Daleč najbolj virulenten in pogost povzročitelj izmed njih je 
S. aureus, ki lahko povzroča lokalne, akutne in agresivne gnojne lezije. Najpogostejši so 
gnojni turi na koži. Okužbe izven kože, kot naprimer znotraj pljuč, ledvic, kosti, so prav tako 
destruktivne in se lahko razširijo po organu in preko krvi na druge organe. Bakterija S. 
aureus lahko tvori različne enterotoksine, ki povzročijo sindrom toksičnega šoka, ta pa lahko 
privede tudi do smrti. Ker tvorijo enterotoksine v okuženih in neprimerno hranjenih živilih, 
se v primerih zaužitja v nekaj urah pojavi bruhanje in diareja. 30 % ljudi je nosilcev bakterije 
S. aureus, pri njih se stalno nahaja v prednjem delu nosnic. Večinoma se ljudje okužijo z 
bakterijo S. aureus izven kliničnega okolja ali pride do samookužbe s sevi, ki jih oseba 
primarno ima v nosnicah in/ali na koži. Izbruhi v skupnosti oz. v nekliničnem okolju se 
ponavadi pojavijo zaradi slabe higiene, prenosa preko predmetov ali od osebe do osebe 
(Ryan, 2004a). Površinske okužbe se lahko ozdravijo same od sebe, medtem ko globlje 
okužbe ali tiste, ki prizadenejo pomembne organe, potrebujejo antimikrobno zdravljenje in 
po potrebi kirurški poseg. Penicilini in cefalosporini so učinkoviti proti bakteriji S. aureus, 
vendar učinkovitost variira zaradi stafilokoknih beta-laktamaz. Za beta-laktame manj 
občutljive seve so učinkoviti proti penicilinazam odporni antibiotiki, kot so meticilin, 
nafcilin, oksacilin in cefalosporini prve generacije. Če tudi slednji niso učinkoviti, so 
alternativni antibiotiki vankomicin, klindamicin in eritromicin. Zaradi uporabe antibiotikov, 
ki predstavljajo selektivni pritisk na bakterije, je danes 80–90 % izolatov odpornih proti 
penicilinu. Penicilinaze so običajno kodirane na plazmidu. Za razvpite seve proti meticilinu 
odpornih S. aureus (MRSA) je odgovoren mehanizem, ki spreminja tarčno mesto PBP. Ti 
sevi so odporni tudi proti drugim antibiotikom, odpornim proti penicilinazam, kot je 
oksacilin (Ryan, 2004a). Spreminjajoči se encimi PBP so običajno kodirani na mecA genu 
ali manj pogosto mecC genu (ECDC, 2016). Naimi in sodelavci (2003) so identificirali 
razlike med MRSA, pridobljeno v kliničnem okolju in MRSA, pridobljeno v nekliničnem 
okolju (ang. community-acquired MRSA = CA-MRSA), tako genetsko kot simptomatsko. 
Izkazalo se je, da so pacienti s CA-MRSA precej mlajši kot pacienti z MRSA iz kliničnega 
okolja. CA-MRSA je občutljiva za več antibiotikov kot MRSA iz kliničnega okolja. 
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1.5 Pojavnost proti antibiotikom odpornih bakterij 
1.5.1 Oblačila kot poti prenosa patogenih bakterij 
Zaradi problematike okužb, povezanih z zdravstvom, je veliko raziskav usmerjenih v 
proučevanje prenosa bakterij in njihove odpornosti z oblačili zaposlenih v kliničnem okolju. 
Proučevana oblačila so podvržena kolonizaciji patogenih bakterij predvsem na področjih, 
kjer se osebje svojih oblačil dotika z rokami, kar poveča tveganje ponovne kontaminacije že 
umitih rok (Scott et al., 2015; Wiener-Well et al., 2011; Treakle et al., 2009; Perry et al., 
2001; Loh et al., 2000; Wong et al., 1991; Babb et al., 1983). O kontaminaciji in prenosu 
okužb preko oblačil ali uniform zaposlenih v vrtcih v razpoložljivi literaturi ni veliko 
podatkov. 
V študijah avtorjev Wiener-Well s sodelavci (2011) in Perry s sodelavci (2001) je bila 
ugotovljena višja incidenca patogenih in odporih bakterij na oblačilih zdravstvenih delavcev 
(v nadaljevanju ZD) kot pri drugih avtorjih. Wiener-Well in sodelavci (2011) so namreč v 
svoji študiji izolirali potencialne patogene bakterije iz 63 % proučevanih uniform ZD, od 
tega jih je bilo 50 % patogenih, kar 11 % patogenih sevov je bilo večkratno odpornih proti 
širšemu spektru antibiotikov. Perry in sodelavci (2001) so dokazali, da je bilo kar 14 % 
uniform ZD, ki so bile pred tem oprane v domačem gospodinjstvu, po koncu izmene 
kontaminiranih z MRSA in 38 % z VRE. Precejšen porast bakterij (tudi patogenih) na 
oblačilih od začetka do konca delavnika navaja tudi Pilonetto s sodelavci (2004). Munoz-
Price in sodelavci (2012) navajajo, da je prisotnost patogenov na rokah ZD na intenzivni 
negi (Acinetobacter, enterokoki in S. aureus) povezana z večjo verjetnostjo patogenih 
bakterij na haljah osebja. Proučevali so celo kravate in metuljčke, ki jih nosijo nekateri 
zdravniki (Lopez et al., 2009; Biljan et al., 1993). Izkazalo se je, da kravata predstavlja večje 
tveganje za kontaminacijo v kliničnem okolju kot srajca (vzorčena na žepku). Srajce so 
namreč oprane večkrat kot kravate (Lopez et al., 2009).  
Rezultati študij, ki so proučevale adhezijo bakterij na različne tipe blaga, se nekoliko 
razlikujejo. Nekatere ugotavljajo višjo adhezijo na bombažu, druge na umetnih materialih. 
Gupta in sodelavci (2016) so na uniformah medicinskih sester odkrili večjo mikrobiološko 
obremenitev tkanin iz mešanice bombaž–poliester kot pri tkaninah iz čistega poliestra. 
Podobno je Colclasure s sodelavci (2015) primerjal različne tkanine in adhezijo koliformnih 
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bakterij iz okolja (rekreativne lokacije). Rezultati so pokazali, da obstoj bakterij na tkaninah 
variira glede na pogoje okolja (dlje preživijo v temi kot neposredno izpostavljene soncu) in 
je odvisen od vrste tkanine. Tudi v tej študiji se je bombaž zaradi svoje vpojnosti izkazal za 
boljši habitat bakterij kot mešanica bombaža ali svila. Koca in sodelavci (2012) so potrdili, 
da se patogene bakterije lahko ohranijo tudi po več mesecev na splošno rabljenih 
bolnišničnih tekstilih. Povprečen čas preživetja za bakterije MRSA, VRE in ESBL ter glive 
je znašal 26 dni na bombažu, 26,5 dni na bombaž–poliestru, 28 dni na svili in 30 dni na volni. 
Takashima in sodelavci (2004) so v svojem delu opredelili poliester, akril in volno kot bolj 
dovzetne za vezanje bakterij S. aureus (MRSA) in P. aeruginosa. Ugotovili so, da navedeni 
umetni tekstili in volna pogosteje prenašajo mikroorganizme kot bombaž, ki je pokazal 
najmanj dovzetnosti za kontaminacijo. 
Zanimiva je primerjava pranja uniform v gospodinjstvu in kliničnih pralnicah, saj mnogo 
bolnišnic ne zagotavlja pranja uniform ZD. Postopki pranja v domačem gospodinjstvu bodisi 
niso znani, zelo verjetna pa je raba nizkih pralnih temperatur brez dezinfekcijskih sredstev 
(Nordstrom et al., 2012; Holton et al., 2006; Patel et al., 2006). V eni izmed študij so na 
bolnišničnih uniformah po enodnevni uporabi v bolnišnici ugotavljali prisotnost po Gramu 
pozitivnih kokov (tudi S. aureus) in po Gramu negativnih koliformnih bakterij (tudi E. coli). 
Po pranju so imele tiste, ki so bile oprane v domačem gospodinjstvu (postopki niso znani), 
znatno višje skupno število bakterij od tistih, opranih v bolnišnični pralnici (v skladu z 
režimom podjetja), ki prav tako kot nove nerabljene uniforme, niso imele omembe vredne 
kontaminacije (Nordstrom et al., 2012). Tudi Holton in sodelavci (2006) navajajo 
pomanjkljivo učinkovitost domačega pranja pri nizkih temperaturah in kontaminacijo 
uniform ZD predvsem s po Gramu negativnimi palčkami in najpogosteje s predstavnikom 
po Gramu pozitivnih palčk – Bacillus spp. Nasprotno Patel in sodelavci (2006) pozdravljajo 
alternativno rešitev domačega pranja uniform ZD, če pranje v bolnišnični pralnici ni 
mogoče. Študija namreč demonstrira pranje pri nižjih temperaturah (40 °C in 60 °C), ki samo 
po sebi sicer ne odstrani bakterij popolnoma, temveč samo zmanjša število inokuliranih 
bakterij S. aureus, vendar so v kombinaciji s strojnim sušenjem in likanjem rezultati 
zadovoljivi. Podobne rezultate navaja tudi Lakdawala s sodelavci (2011), kjer so bakterije 
MRSA odstranili po pranju (60 °C), prav tako so pri pranju odstranili po Gramu negativne 
bakterije, če je sledilo likanje tkanine.  
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1.5.2 Pojavnost MRSA 
Čeprav so MRSA včasih označevali za patogen mikroorganizem v povezavi z bolnišničnimi 
okužbami, se CA-MRSA vedno pogosteje pojavlja kot težaven vzrok okužb izven kliničnega 
okolja (Redziniak et al., 2009). Pojavlja se v okoljih s športnimi dejavnostmi, kjer prihaja do 
telesnih kontaktov, zato je med športniki več izbruhov (Bowers et al., 2008; Huijsdens et al., 
2006; Romano et al., 2006; Lindenmayer et al., 1998). Huijsdens in sodelavci (2006) so 
poročali o izbruhu CA-MRSA v eni izmed nizozemskih nogometnih ekip, katere člani so 
oboleli za okužbo mehkega tkiva. Okužene so bile tudi osebe, ki niso bile del ekipe, vendar 
so bile v stiku s člani ekipe, kar pomeni, da se je MRSA prenašala tudi z opremo in osebnimi 
predmeti in ne le preko kože od osebe do osebe. Singh in sodelavci (2013) so proučevali 
kontaminacijo oblačil osebja v veterinarski bolnišnici in identificirali visoko pojavnost MRS 
(ang. methicillin-resistant staphylococci) in MRSA.  
Prevalenco MRSA so proučevali v dveh vrtcih v Dellasu po tem, ko sta bila zaradi okužbe 
hospitalizirana dva otroka. Vzorce so odvzeli otrokom in vzgojiteljem na pazdušnem 
območju in sprednjem delu nosnic. Izmed vzorčenih otrok jih je bilo koloniziranih z MRSA 
24 % v enem in 3 % v drugem vrtcu, od vzgojiteljev ni bil koloniziran nihče. Vsi kolonizirani 
otroci so bili zdravi, kljub temu študija nakazuje na možnost, da je MRSA patogen, ki se 
pojavlja tudi v nekliničnem okolju in lahko do prenosa pride v vrtcu (Adcock et al., 1998). 
Shahin in sodelavci (1999) so prav tako proučevali prevalenco MRSA v vrtcu po pojavu 
CA-MRSA pri enem izmed otrok. Odvzeli so kužnine na treh mestih (žrelo, perianalni 
predel, sprednji del nosnic). Od vseh vzorčenih otrok jih je bilo z bakterijo S. aureus 
koloniziranih 24,4 %, a nobeden z MRSA. MRSA so izolirali le pri eni osebi, ki je bila v 
sorodstvenem razmerju z otrokom iz vrtca. Tudi Hewlett in sodelavci (2009) so proučili 
prevalenco MRSA v vrtcu, ki ga obiskujejo otroci, katerih starši so zdravstveni delavci. 
Odvzeli so brise iz več delov telesa oseb ter iz različnih mest in predmetov v samem vrtcu. 
MRSA so izolirali pri 6,7 % preučevanih otrok, 3,1 % zaposlenih in kar 35 % članov 
gospodinjstev, iz katerih so prihajali proučevani otroci. MRSA so našli tudi na 2 % vzorčenih 
mest in predmetov v vrtcu. Pomemben podatek je, da ta dva odstotka vključujeta igračo iz 
blaga in posteljnino, torej je tekstil potencialni prenašalec patogena. Podobno so o pojavu 
MRSA pri otrocih iz vrtca poročali tudi drugi avtorji (Tavares et al., 2010; Masuda et al., 
2002), ki so izolate pridobili iz brisov zgornjega dela žrela (nazofarinks). Med našo študijo 
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nismo našli razpoložljive literature, ki bi povezovala prenos MRSA z oblačili vzgojiteljic v 
vrtcih.  
1.5.3 Pojavnost ESBL 
Mnoge študije proučujejo prevalenco okužb z ESBL ali kolonizacijo zgolj pri pacientih, ki 
so bodisi hospitalizirani ali ambulantno pregledani, z znaki okužbe ali brez, da bi ocenili 
širjenje in izvor bakterij ESBL iz kliničnega ali nekliničnega okolja (Kim et al., 2017; 
Megged, 2014; Doi et al., 2013; Birgy et al., 2012; Mendonça et al., 2007). V dveh študijah 
so odvzeli vzorce blata tudi pri članih gospodinjstva proučevanih pacientov, da bi ocenili 
širjenje ESBL iz kliničnega okolja. Nizozemska študija je namreč preiskovala identificirane 
paciente z ESBL in osebe iz pripadajočih gospodinjstev. Pri več kot polovici gospodinjstev 
so bile vsaj enkrat med študijo dokazane enterobakterije ESBL. Študija torej demonstrira 
visok nivo prenosa ESBL bakterij med člani pacientovega gospodinjstva (Haverkate et al., 
2017). Tudi Valverde in sodelavci (2008) ter Lo in sodelavci (2010) so potrdili potencial 
prenosa ESBL v nekliničnem okolju. Kolonizacija z ESBL je bila namreč pogosta pri članih 
gospodinjstva pacientov koloniziranih ali okuženih z ESBL. Arpin in sodelavci (2003) so 
izvedli raziskavo, s katero so izolate enterobakterij ESBL identificirali v domu starejših 
občanov.  
Ena izmed študij, ki so ESBL iskale izven kliničnega okolja, je bila demonstrirana na 
rekreativnih javnih bazenih. CTX-M, TEM in karbapenemaze so bile identificirane pri 
izoliranih sevih Pseudomonas spp. in enterobakterijah. Odporne bakterije se preko 
kontaminirane vode in površin lahko širijo na druge plavalce (Torkar, Dražetić, 2017). Blaak 
in sodelavci (2014) so znatne koncentracije ESBL E. coli izolirali iz naravnih kopališč na 
Nizozemskem. Izven kliničnega okolja so vir za prenos ali okužbo z enterobakterijami ESBL 
lahko tudi živali, namenjene za hrano, živila sama in živilski obrati oz. osebe, ki delajo z 
živili (Freitag et al., 2018; Tepeli, Zorba, 2018; Lavilla et al., 2008; Aarestrup et al., 2006). 
B. cereus, ki je pogost kontaminant živil in nosilec genov ESBL ki se lahko prenašajo na 
druge bakterije (Torkar, Bedenič, 2018; Torkar, Seme 2009). Poročil o prenosu ESBL z 
oblačili vzgojiteljic v vrtcih nismo zasledili. 
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1.5.4 Pojavnost VRE 
Proti vankomicinu odporni enterokoki se lahko prenašajo z neposrednim kontaktom 
koloniziranega ali okuženega pacienta, s posrednim kontaktom preko rok zdravstvenih 
delavcev, kontaminirano opremo za oskrbo pacienta ali preko površin (Tacconelli, Cataldo, 
2008). Poročanja o bolnišničnih izbruhih VRE so pogosta (Boyce et al., 1994; Chow et al., 
1993). Baran in sodelavci (2002) so v svoji raziskavi dokazali potencialni prenos VRE iz 
bolnišničnega okolja v gospodinjstva. Preiskali so vzorce blata ZD in njihovih sorodnikov 
oz. pripadnikov istega gospodinjstva. VRE so izolirali predvsem pri zdravstvenih delavcih, 
ki so bili v stiku s pacienti in osebah iz njihovega gospodinjstva. Tudi o prenosu VRE z 
oblačili vzgojiteljic v vrtcih nismo našli podatkov v razpoložljivi literaturi. 
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2 NAMEN 
Širjenje odpornih bakterij je pereč problem, ki ga je zelo težko zamejiti. Namen naloge je 
bil ugotoviti prisotnost odpornih bakterij na oblačilih vzgojiteljic v vrtcu, identificirati, 
katere bakterije se tam pojavljajo, proti katerim antibiotikom so le-te odporne, katere gene 
za odpornost nosijo in morebiti prenašajo na druge bakterije. Cilji naše raziskave so 
ugotoviti: 
1. ali se lahko z oblačili vzgojiteljic prenašajo bakterije z večkratno odpornostjo proti 
antibiotikom, vključno z ESBL, VRE in MRSA. 
2. Pri osamljenih sevih definirati nukleotidna zaporedja za nekatere najpogostejše 
razrede beta-laktamaz. 
2.1 Hipoteze 
Izhodišče raziskovanja predstavljajo naslednje hipoteze: 
1. V vrtcih se na oblačilih vzgojiteljic pojavljajo klinično pomembne odporne bakterije, 
kot so enterobakterije, enterokoki, Bacillus spp., stafilokoki. 
2. Na oblačilih vzgojiteljic se pojavljajo enterobakterije, ki tvorijo ESBL. 
3. Na oblačilih vzgojiteljic se pojavljajo proti meticilinu odporni stafilokoki (MRS) in 
sevi Staphylococcus aureus (MRSA). 
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3 METODE DELA 
Na sliki 1 je predstavljena shema praktičnega dela naloge.  
 
Slika 1: Shematski prikaz poteka laboratorijskega dela. 
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Pregledali smo literaturo s področja odpornosti bakterij in njihove pojavnosti v kliničnem in 
nekliničnem okolju. Literaturo smo iskali v bazah podatkov: ScienceDirect, SpringerLink, 
Web of Science in Google Scholar. Za iskanje smo uporabili naslednje ključne besede: cloth, 
apparel, uniform, child care, day care, community, ESBL, Extended-spectrum beta-
lactamases, MRSA, Methicillin-Resistant S. aureus, VRE, Vancomycin Resistant 
Enterococcus, resistant, bacteria, antibiotic, Bacillus.  
3.1 Vzorci  
V sklopu predhodne študije je bilo v enem izmed vrtcev odvzetih 88 brisov površin oblačil 
vzgojiteljic. Od tega je bilo 8 brisov slepih vzorcev in 80 brisov oblek vzgojiteljic. Slepi 
vzorci so brisi čistih oblačil vzgojiteljic, ki jih imajo spravljene v omari, da se po potrebi 
preoblečejo. Oblačila si vzgojiteljice perejo same doma in so, razen predpasnikov za 
hranjenje otrok, nenamenska. Brise so odvzeli v dveh različnih obdobjih, in sicer v letnem 
in zimskem obdobju. Razredčino vsakega brisa z mikroorganizmi so prenesli na 5 različnih 
mikrobioloških gojišč, brisu pa smo za potrebe nadaljnje študije dodali bujon BHI kot 
predobogatitev in namnožitev bakterij. V Tabeli 1 je prikazano, katera gojišča so uporabili 
za gojenje določene vrste mikroorganizmov ter pogoji, pri katerih so jih inkubirali. 
Tabela 1: Gojišča iz predhodne študije, iz katerih smo odvzeli seve mikroorganizmov za 
našo študijo. 
Vrsta MO Gojišče 
Odvzem vzorca/ 
suspenzijo iz brisa 
T inkubacije Čas inkubacije 
enterobakterije 
Kromogeno 
X-GLUC  
1 ml suspenzije 37 °C 24–48 h 
stafilokoki 
Manitol 
Salt  
1 ml suspenzije 37 °C 24–48 h 
enterokoki 
Slanetz and 
Bartley  
1 ml suspenzije 37 °C 24–48 h 
namnožitev BHI bujon 
5 ml BHI v 4 ml 
vzorca 
37 °C  24–48 h 
Legenda: MO = mikroorganizmi 
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3.2 Materiali in oprema 
Tabela 2: Gojišča in reagenti, ki smo jih uporabili pri laboratorijskem delu. 
Izdelek Proizvajalec 
HiCrome MeReSa Agar Base HiMedia® 
MeReSa Selective Supplement HiMedia® 
HiCrome ESBL Agar Base HiMedia® 
HiCrome ESBL Agar Supplement HiMedia® 
Brain Heart Infusion Broth Biolife Italiana srl. 
Manitol-Salt Phenol-red Agar Merck KGaA 
MYP Agar Base HiMedia® 
Egg Yolk Emulsion HiMedia® 
Polymyxin B Sulphate HiMedia® 
Mueller Hinton Agar bioMérieux 
Blood agar Inštitut za mikrobiologijo Ljubljana 
Slanetz Bartley Agar Biolife Italiana srl. 
NuSieve™ 3:1 Agarose Lonza 
SYBR™ Safe DNA Gel Stain  Invitrogen™, Molecular Probes™ 
AccuGENE™ TAE Buffers Lonza 
O'GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Scientific 
Oligonukleotidni začetniki Merck KGaA 
DreamTaq PCR Master Mix  Thermo Scientific 
Eppendorf tubes® Eppendorf Research 
Tetramethyl-1,4-phenylene-diammonium dichloride Merck KgaA 
Kristal vijolično 
Merck KgaA 
Lugol 
Aceton 
Safranin 
Sterilni brisi Deltalab 
API® Staph bioMérieux 
API® 10S bioMérieux 
API Staph Medium bioMérieux 
MastdiscsTM Mast Group Ltd. 
E+B1:C31test® bioMérieux 
Vancomycin American Pharmocopoeia, Rockville, Maryland, USA 
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Tabela 3: Naprave in pripomočki, uporabljeni pri laboratorijskem delu. 
Naprava Proizvajalec 
Avtoklav A-21 Kambič 
Inkubator Kambič 
Brezprašna komora M12 Iskra Pio, d. o. o. 
Homogenizator (vortex mešalo) Vibromix 10, Tehtnica® Žiri 
Laboratorijska tehtnica  KERN & SOHN GmbH 
Mikroskop Olympus 
PCR pomnoževalnik Gradient Palm Cycler, Corbett Research 
Sistem za dokumentacijo gelov GeneFlash, Singene 
VoDNK kopel Julabo, SW-21C 
Mikrovalovna pečica Gorenje 
Pipete Eppendorf Research 
Destilator vode Kambič 
APIWEB™ bioMérieux 
Power suply Whatman Biometra®, Gibco BRL 
3.3 Enterobakterije in druge klinično pomembne po Gramu 
negativne palčke 
Iz gojišča EC X-GLUC Agar (Biolife Italiana) in po predobogatitvi v bujonu BHI predhodne 
študije smo pridobili 26 sevov, ki so glede na morfološke značilnosti potencialni 
predstavniki enterobakterij.  
 
3.3.1 Osamitev odpornih po Gramu negativnih palčk na selektivno 
diferencialnem kromogenem gojišču za določanje ESBL 
Vsak posamezni sev smo s cepilno zanko prenesli iz gojišča X-GLUC in razmazali na 
kromogeno gojišče ESBL (HiCrome ESBL Agar Base) z dodatkom suplementa, ki sestoji iz 
ceftazidima, cefotaksima, ceftriazona, aztreonama in flukonazola (HiCrome ESBL Agar 
Supplement). Gojišče smo pripravili po navodilih proizvajalca. Porasle kolonije na 
kromogenem gojišču ESBL so tvorili vsi sevi, ki so bili predvidoma odporni proti beta-
laktamskim antibiotikom s širokim spektrom delovanja.  
Na kromogeno gojišče ESBL smo prenesli tudi vzorce, ki smo jih predhodno namnožili z 
dodatkom neselektivnega bujona BHI (Brain Heart Infusion Broth) v bris. Gojišče BHI smo 
pripravili po navodilih proizvajalca. Iz vsakega brisa smo odpipetirali 1 ml bakterijske 
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kulture po inkubaciji in ga prenesli na prazno petrijevko. Prenesene vzorce smo prelili s 
kromogenim gojiščem ESBL s suplementom.  
Vse vzorce, nacepljene na kromogenem gojišču ESBL, smo v skladu z navodili proizvajalca 
inkubirali pri 37 °C za 24–48 h. 
3.3.2 Priprava čiste bakterijske kulture 
Za pripravo čiste kulture smo uporabili hranljivo neselektivno in nediferencialno gojišče 
Mueller Hinton (v nadaljevanju MH), ki smo ga kasneje uporabili tudi pri ugotavljanju 
občutljivosti sevov za antibiotike. Gojišče smo pripravili v skladu z navodili proizvajalca. 
Gojišče MH smo raztopili in razlili v prazne petrijevke. Izbrane seve smo na gojišče prenesli 
z metodo razmaza.  
Vsak sev, ki je porastel na selektivno diferencialnem kromogenem ESBL gojišču, smo 
prenesli na gojišče MH. S cepilno zanko smo odvzeli le eno kolonijo vsakega porastlega 
seva. Da smo dobili kar se da čisto kulturo, smo kolonijo odvzeli na najbolj razredčenem 
predelu, ločeno od drugih. Vse precepljene osamljene seve smo inkubirali pri 37 °C za 24–
48 h. 
3.3.3 Barvanje po Gramu in test oksidaze 
Barvanje po Gramu smo izvajali po metodi proizvajalca, opisani v Merck Manual (12th 
eddition). Čiste kulture sevov iz gojišča MH, ki smo jih predhodno osamili iz kromogenega 
gojišča ESBL, smo barvali po Gramu. Kulturo smo razmazali na kapljico fiziološke 
raztopine na objektnem stekelcu. Vzorec smo fiksirali nad ognjem. Barvali smo z reagenti 
proizvajalca Merck KgaA po naslednjem postopku: dodatek kristal vijoličastega (2 min), 
spiranje z destilirano vodo, dodatek lugola (1 min), spiranje z destilirano vodo, dodatek 
mešanice acetona in etanola (30 s), spiranje z destilirano vodo, dodatek safranina (1 min), 
spiranje z destilirano vodo. Pobarvane vzorce smo pogledali pod mikroskopom. Seve, ki so 
kazali značilnosti po Gramu negativnih palčk, smo testirali, kot je nadaljnje opisano v tem 
poglavju (3.3 Enterobakterije in drugi klinično pomembni po Gramu negativni patogeni). 
Tiste, ki so kazali značilnosti po Gramu pozitivnih palčk, smo po potrditvi, da gre za Bacillus 
spp., obravnavali, kot je opisano v poglavju 3.4 Bacillus cereus.  
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Test oksidaze smo izvajali po metodi proizvajalca, opisani v Merck Manual (12th eddition). 
Pripravili smo 1-% raztopino reagenta tetrametil-1,4-fenilen-diamonijev diklorida (Merck 
KgaA) in destilirane vode. Pripravljeno raztopino smo nakapljali na filter papir. Iz gojišča 
MH smo čisto kulturo vsakega seva s cepilno zanko nanesli na filter papir z reagentom. Če 
se je na mestu nanosa kulture pojavila modra črta, je sev oksidaza pozitiven, če na mestu 
nanosa ni prišlo do obarvanja, je bil sev oksidaza negativen.  
3.3.4 Biokemijska identifikacija sevov  
Priprava vzorca. Za bakterijski inokulum smo pripravili epruvete z 9 ml 0,9-% fiziološke 
raztopine, ki smo jih sterilizirali pri 121 °C za 15 min. Inokulum za vsak sev smo pripravili 
tako, da smo s cepilno zanko iz čiste kulture odvzeli kolonijo in jo prenesli v epruveto s 
fiziološko raztopino. Inokulum smo homogenizirali z uporabo mešala vortex za 10 sekund, 
da smo dobili suspenzijo gostote 0,5 po MacFarlandovi lestvici.  
Biokemijska preiskava. Bakterijske seve po Gramu negativnih bakterij smo identificirali s 
komercialno biokemijsko preiskavo API® 10S (ang. analytical profile index), po navodilih 
proizvajalca. Inokulirane trakove smo inkubirali pri 37 °C za 18–24 h. Odčitane rezultate 
smo vnesli v program APIWEB™, s pomočjo katerega smo interpretirali rezultate in 
pridobili identifikacijo za vsak sev.  
3.3.5 Fenotipsko določanje odpornosti po Gramu negativnih 
palčk proti antibiotikom in ugotavljanje tvorbe ESBL ter 
karbapemaz 
Fenotipsko določanje občutljivosti smo izvedli po metodi s kombiniranimi diski v skladu s 
standardom CLSI M100-27 (2017). Pripravili smo hranljiva gojišča Mueler-Hinton po 
navodilih proizvajalca in na vsako petrijevko odpipetirali 20 ml ter pustili, da se strdijo. Za 
inokulum smo v epruvete pripravili fiziološko raztopino in jih pred uporabo sterilizirali pri 
121 °C za 15 min. S sterilnim suhim brisom (Sterile swab, Deltalab) smo odvzeli čisto 
kulturo vsakega posameznega izolata in prenesli v epruvete s fiziološko raztopino. Inokulum 
smo homogenizirali z uporabo mešala vortex 10 sekund.  
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S sterilnim brisom smo vsak izolat enterobakterij inokulirali na dve plošči gojišča MH po 
celotni površini. Nato smo na inokulirano površino nanesli diske (MastdiscsTM) z vsebnostjo 
antibiotikov. Za vsak izolat smo na eni plošči testirali občutljivost za cefalosporine in na 
drugi plošči za karbapeneme. Kot kontrolo smo uporabili standardna seva P. aeruginosa 
ATCC 27853 in E. coli ATCC 25922 (CLSI M100-27, 2017).  
Tabela 4: Antibiotiki, ki smo jih uporabili pri kombinirani metodi z diski za seve po Gramu 
negativnih paličastih bakterij. 
Skupina antibiotikov Antibiotik Koncentracija/disk 
Cefalosporini 
 
Cefpodoxime (CPD) 10 µg 
Ceftazidime (CAZ) 30 µg 
Cefotaxime (CTX) 30 µg 
Cefpodoxime/Clavulanate (CPD/CLA) 10/10 µg 
Ceftazidime/Clavulanate (CAZ/CA) 30/10 µg 
Cefotaxime/Clavulanate (CTX/CLA) 30/10 µg 
Karbapenemi 
Imipenem (IMI) 10 µg 
Meropenem (MEM) 10 µg 
Imipenem/EDTA 10 μl/0,5 M 
Meropenem/EDTA 10 μl/0,5 M 
 
Cefalosporini. Uporabili smo antibiotike, naštete v Tabeli 4. Z uporabo cefalosporinov smo 
ugotavljali, ali je bakterija občutljiva za ali odporna proti beta-laktamskim antibiotikom. Z 
uporabo kombinacije antibiotika in klavulanske kisline smo ugotavljali, ali je bakterija 
odporna zaradi tvorbe beta-laktamaz, ki so občutljive za inhibitor klavulansko kislino, ali je 
za odpornost odgovoren drug mehanizem.  
Karbapenemi. Na vsako inokulirano ploščo smo nanesli disk imipenema in disk 
meropenema ter disk imipenema in meropenema, ki smo jima dodali 20 µl EDTA (Tabela 
4). Z uporabo karbapenemskih antibiotikov smo ugotavljali občutljivost za karbapeneme, z 
dodatkom EDTA smo ugotavljali, ali izolat tvori karbapenemaze, ki so občutljive za 
inhibitor EDTA, ali je za odpornost odgovoren drug mehanizem. 
Vse inokulirane plošče z diski smo inkubirali pri 37 °C za 24 h. Rezultate smo odčitavali s 
pomočjo ravnila, pri čemer smo merili premere inhibicijskih con okoli diskov. Odmerjene 
premere inhibicijskih con smo primerjali s standardom CLSI M100-27 (2017) in tako 
določili, ali je bakterija odporna (ang. resistant = R), občutljiva (ang. sensitive = S) ali delno 
občutljiva (ang. intermediate = I) ter ali je cona ob dodatku klavulanske kisline/EDTA večja 
za vsaj 5 mm, kar pomeni, da bakterija tvori beta-laktamaze/karbapenemaze.  
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3.3.6 Genotipsko določanje beta-laktamaz 
Izolacija DNK. Izolacijo DNK smo izvajali z metodo kuhanja (Ribeiro Junior et al., 2016) 
z manjšimi modifikacijami. Namesto gojenja sevov v bujonu smo prenesli čisto kulturo 
osamljenih sevov iz trdnega gojišča v ependorfke z 2 ml dvakrat sterilizirane destilirane 
vode, ki smo jo uporabili namesto TE pufra (Queipo-Ortuño et al., 2008). Čiste kulture v 
ependorfkah smo premešali in jih centrifugirali 5 min pri 14000 rpm (ang. rotations per 
minute = obratov na minuto). Supernatant smo odlili in sediment nadaljnje uporabili za 
ekstrakcijo DNK. Sediment smo za razliko od Ribeiro Junior in sodelavcev (2016) namesto 
v TE pufru suspendirali v 200 µl dvakrat sterilizirane destilirane vode (Queipo-Ortuño et al., 
2008) in kuhali 15 min, hitro ohladili v zdrobljenem ledu in nato centrifugirali 5 min pri 
14000 rpm na sobni temperaturi. Supernatant z vsebnostjo DNK (100 µl) smo prenesli v 
nove sterilne ependorfke in shranili pri –20 °C.  
PCR (ang. polimerase chain reaction = verižna reakcija s polimerazo). Po izolaciji DNK 
smo pomnožili specifične dele (odseke) želenih genov s pomočjo začetnih oligonukleotidov 
za izbrana zaporedja nukleotidov za posamezne razrede beta-laktamaz. Vsak vzorec 
izolirane DNK, ki smo ga želeli pomnožiti, smo odpipetirali v nove ependorfke in vsakemu 
dodali reakcijsko mešanico, ki je potrebna za pomnoževanje. Dodana reakcijska mešanica 
sestoji iz MasterMix (dNTP, pufer, magnezij, začetni oligonukleotidi, Taq DNK 
polimeraza), sterilne destilirane vode in vzorca, količine smo odmerili glede na metodo, po 
kateri smo izvajali genotipsko določanje (Tabela 5). Ependorfke z reakcijskimi mešanicami 
in vzorcem smo vstavili v PCR pomnoževalnik. Program smo nastavili v skladu z metodo, 
po kateri smo izvajali genotipsko določanje (Tabela 5).  
Gelska elektroforeza. Da bi preverili dolžino pomnožkov, smo izvedli gelsko elektroforezo 
(Lee et al., 2012). Pripravili smo 1,8-% agarozni gel iz agaroze (NuSieve™ 3:1 Agarose) ter 
pufra 1-× TAE (AccuGENE™ TAE Buffers) in na koncu dodali barvilo (SYBR™ Safe 
DNK Gel Stain), ki omogoča vidljivost DNK pod UV svetlobo. Gel smo vlili v modelček, 
počakali, da se strdi in ga nato vstavili v banjico za električno polje, v kateri je bil pufer 
TAE. V žepke v gelu smo odpipetirali standardno lestvico oz. molekularni označevalec 
dolžin pomnožkov in vzorce, nato smo s priključitvijo na napravo Power Supply ustvarili 
električno polje (100 V, 30 minut). Ločene fragmente DNK v agaroznem gelu smo 
evidentirali s sistemom za dokumentacijo gelov GeneFlash.  
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Tabela 5: Iskana genska zaporedja, uporabljeni začetni oligonukleotidi ter metode, po 
katerih smo izvajali PCR za genotipsko določanje beta-laktamaz, karbapenemaz in AmpC 
pri po Gramu negativnih sevih in sevih Bacillus spp. 
Tarčni 
gen 
Zaporedje začetnih 
oligonukleotidov (5'–3') 
Usmeritev Oznaka Št. bpA Vir 
Pogoji 
pomnoževanja 
blaTEM 
ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG F OT-3 
850 
Arlet et al., 
1995 
94 °C/3 min; 35 
ciklov 94 °C/30 s, 
55 °C/30 s, 
72 °C/45 s; 
72 °C/5 min 
CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG R OT-4 
blaCTX-M 
consensus 
SCS ATG TGC AGY ACC AGT AA F MA-1 
554 
Woodford, 
2010 CCG CRA TAT GRT TGG TGG TG R MA-2 
blaCTX-M1 
AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC F 
  415 
Woodford, 
2010 
   
AGC TTA TTC ATC GCC ACG TT R 
94 °C/5 min; 30 
ciklov 94 °C/25 s, 
52 °C/40 s, 
72 °C/50 s; 
72 °C/6 min 
  
  
  
  
  
blaCTX-M2 
CGA CGC TAC CCC TGC TAT T F 
  552 
CCA GCG TCA GAT TTT TCA GG R 
blaCTX-M8 
TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC F 
  666 
AAC CCA CGA TGT GGG TAG C R 
blaCTX-M9 
CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG F 
  205 
ATT GGA AAG CGT TCA TCA CC R 
blaCTX-M25 
GCA CGA TGA CAT TCG GG F 
  327 
AAC CCA CGA TGT GGG TAG C R 
blaIMP 
GGA ATA GAG TGG CTT AAT TCT C F 
  188 
Woodford, 
2010 
CCA AAC CAC TAC GTT ATC T R 
blaVIM 
GAT GGT GTT TGG TCG CAT A F 
  390 
CGA ATG CGC AGC ACC AG R 
blaGIM 
TCG ACA CAC CTT GGT CTG AA F 
  477 
AAC TTC CAA CTT TGC CAT GC R 
blaSPM 
AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG F 
  271 
ACA TTA TCC GCT GGA ACA GG R 
blaSIM 
TAC AAG GGA TTC GGC ATC G F 
  570 
TAA TGG CCT GTT CCC ATG TG R 
blaoxa-51 
TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG F 
  353 
Woodford, 
2010 
 94 °C/5 min; 30 
ciklov 94 °C/25 s, 
52 °C/40 s, 
72 °C/50 s; 
72 °C/6 min 
  
  
TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG R 
blaoxa-23 
GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA F 
  501 
ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT R 
blaoxa-40 
GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA F 
  246 
AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT R 
blaoxa-58 
AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG F 
  599 
CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC R 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje tabele 5 
Tarčni 
gen 
Zaporedje začetnih 
oligonukleotidov (5'–3') 
Usmeritev Oznaka Št. bpA Vir 
Pogoji 
pomnoževanja 
blaoxa-48 
GCTTGATCGCCCTCGATT F MultiOXA-48 
281 
Dallenne et 
al., 2010 
94 °C/10 min; 30 
ciklov 94 °C/40 s, 
60 °C/40 s, 
72 °C/1 min; 
72 °C/7 min 
GATTTGCTCCGTGGCCGAAA R MultiOXA-48 
AmpC 
GATCGTTCTGCCGCTGTG F   
271 
Corvec et 
al., 2007 
94 °C/90 s; 
57 °C/30 s; 
72 °C/30 s; 
72 °C/7 min 
GGGCAGCAAATGTGGAGCAA R   
AmpC 
GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT F MOXMF 
520 
Manoharan 
et al., 2012 
    
CACATTGACATAGGTGTGGTGC R MOXMR   
95 °C/2 min; 30 
ciklov 94 °C/30 s, 
62 °C/45 s, 
72 °C/1 min; 
72 °C/5 min  
  
  
  
  
  
  
TGGCCAGAACTGACAGGCAAA F CITMF 
462 
TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC R CITMR 
AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT F DHAMF 
405 
CCGTACGCATACTGGCTTTGC R DHAMR 
AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA F ACCMF 
346 
TTCGCCCGAATCATCCCTAGC R ACCMR 
TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG F EBCMF 
302 
CTTCAACTGCGGCTGCCAGTT R EBCMR 
AACATGGGGTATCAGGGAGATG F FOXMF 
190 
CAAAGCGCGTAACCGGATTGG R FOXMR 
Legenda: AŠtevilo baznih parov pomnožka; BŠtevilo ciklov enega programa; CUsmeritev izbranih 
oligonukleotidnih začetnikov za pomnoževanje DNK: F (ang. forward = naprej) v smeri 5`3` in R (ang. 
reverse = nazaj) v smeri 3`5` 
 
3.4 Skupina Bacillus cereus sensu latu 
Po mikroskopskem preverjanju kolonij, poraslih na kromogenem gojišču ESBL, smo 
ugotovili, da na njem rastejo tudi po Gramu pozitivne bakterije, ki smo jih pridobili po 
obogatitvi v bujonu BHI. Zato smo v študijo vključili tudi 35 sevov po Gramu pozitivnih 
palčk.  
3.4.1 Izolacija na selektivno-diferencialnem kromogenem ESBL 
gojišču 
Seve smo izolirali na selektivno-diferencialnem kromogenem ESBL gojišču po metodi, 
opisani v poglavju 3.3.1. 
29 
 
3.4.2 Priprava čiste bakterijske kulture 
Čisto kulturo smo pripravili po metodi, ki je opisana v poglavju 3.3.2. 
3.4.3 Barvanje po Gramu 
Barvanje po Gramu za Bacillus spp. smo izvedli po metodi, ki je opisana v poglavju 3.3.3.  
3.4.4 Izolacija na selektivno gojišče MYP in test hemolize 
Da bi potrdili, da gre za predstavnike rodu Bacillus, smo osamljene seve, ki so se med 
barvanjem po Gramu izkazali za po Gramu pozitivne palčke, prenesli na gojišče MYP (ang. 
MYP Agar Base). Gojišče MYP smo pripravili po navodilih proizvajalca. Suplement 
polimiksin (ang. Polymyxin B Sulphate) zavira rast drugih bakterij, dodatek jajčnega 
rumenjaka (ang. Egg Yolk Emulsion) pomaga prepoznati B. cereus zaradi tvorjenja 
precipitacijske cone, saj tvori lecitinazo (razgrajuje lecitin v jajčnem rumenjaku). 
Predvidevali smo, da so roza kolonije, ki so tvorile precipitacijsko cono B. cereus/B. 
thuringiensis (ISO 7932, 2004). Beta hemolizo osamljenih sevov smo ugotavljali na krvnem 
agarju (Bottone, 2010).  
3.4.5 Genotipsko določanje vrste Bacillus cereus in ugotavljanje 
nukleotidnih zaporedji za to bakterijo značilnih beta-
laktamaz BCI, BCII, BCIII 
Za potrebe genotipizacije osamljenih sevov B. cereus sensu lato smo izolacijo DNK iz 
vzorca, pripravo vzorca, PCR in gelsko elektroforezo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.3.6. 
Želeli smo ugotoviti, za katero vrsto iz skupine B. cereus sensu lato gre, za kar smo uporabili 
še začetne oligonukleotide, s katerimi smo lahko identificirali skupino B. cereus (BCg), B. 
anthracis (BA), B. thuringiensis (BT), B. cereus (BC), B. mycoides (BM). Poleg slednjih 
smo sevom določali tudi metalo-beta-laktamaze, značilne za pripadnike skupine B. cereus, 
in to so BCI, BCII in BCIII (geni blaI, blaII, blaIII). Začetni oligonukleotidi in metode, po 
katerih smo izvajali genotipizacijo, so navedeni v Tabeli 6. Pri genotipizaciji smo uporabili 
kontrolni sev B. cereus 2010T (Czech Collection of Microorganisms).  
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Tabela 6: Iskana nukleotidna zaporedja, uporabljeni začetni oligonukleotidi ter metode, po 
katerih smo izvajali PCR za genotipsko določanje skupine B. cereus. 
Iskani 
gen 
Zaporedje začetnih oligonukleotidov (5'–3') 
Začetni oligo-
nukleotidi 
Št. 
bpA  
Vir 
Pogoji 
pomnoževanja 
Identifikacija predstavnikov skupine B. cereus 
BCg 
GTG CGA ACC CAA TGG GTC TTC BCGSH-1FB 
400 
Park et al., 
2007 
94 °C/5 min; 30 
ciklov 94 °C/30 s, 
63 °C/30 s, 
72 °C/30 s; 72 °C/5 
min 
CCT TGT TGT ACC ACT TGC TC BCGSH-1R 
BA 
GGT AGA TTA GCA GAT TGC TCT TCA AAA GA BASH-2F 
253 
ACG AGC TTT CTC AAT ATC AAA ATC TCC GC BASH-2R 
BT 
GCT TAC CAG GGA AAT TGG CAG BTJH-1F 
299 
ATC AAC GTC GGC GTC GG BTJH-R 
BC 
TCA TGA AGA GCC TGT GTA CG BCJH-F 
457 
CGA CGT GTC AAT TCA CGC GC BCJH-1R 
BM 
TTT TAA GAC TGC TCT AAC ACG TGT AAT BMSH-F 
604 
TTC AAT AGC AAA ATC CCC ACC AAT BMSH-R 
Za vrsto B. cereus značilne beta-laktamaze 
blaI 
GTGGATGAAAGGAAATGCTACG blaI-F 
blaI-R 
156 
Wagner et 
al., 2011 
94 °C /5 min; 30 
ciklov 94 °C/30 s, 
55 °C/1 min, 
72 °C/1 min; 
72 °C/5 min 
ATTGCGATGATAATTGGTGCTC 
blaII 
GCGTCAGCACATTCTCAATCG blaII-F 
blaII-R 
165 
ATCCAGGGAAAGGACATACAGAAG 
blaIII 
TGCGGGTGTACCAAAAGGATGGG blaIII-F 
blaIII-R 
464 
GGGTGGTGCAAGTGGGAAAGCAA 
Legenda: AŠtevilo baznih parov pomnožka; BUsmeritev izbranih oligonukleotidnih začetnikov za 
pomnoževanje DNK: F (ang. forward = naprej) v smeri 5`3` in R (ang. reverse = nazaj) v smeri 3`5` 
3.4.6 Fenotipsko določanje odpornosti skupine Bacillus cereus 
proti antibiotikom  
Pri 21 sevih smo fenotipsko določali občutljivost za izbrane antibiotike z difuzijsko metodo 
z diski in z metodo s kombiniranimi diski, za ugotavljanje tvorbe ESBL in karbapenemaz, v 
skladu s standardom CLSI M100-S27 (2017). Z difuzijsko metodo z gradientom smo 
ugotovili minimalne inhibicijske koncentracije (MIK = MIC, ang. minimal inhibitory 
concentration) tetraciklina v skladu s CLSI M45-P (2006). Pripravo gojišča in inokuluma za 
osamljene seve B. cereus/B. thuringiensis smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.3.5. S 
sterilnim brisom smo vsak izolat inokulirali na eno ploščo MH gojišča po celotni površini. 
Nato smo na inokulirano površino nanesli diske z vsebnostjo antibiotikov. Kot kontrolne 
seve smo uporabili P. aeruginosa ATCC 27853 in E. coli ATCC 25922, saj standardnih 
sevov za določanje ESBL pri po Gramu pozitivnih bakterijah ni navedenih v standardu CLSI 
M100-S27 (2017). 
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3.4.6.1 Metoda s kombiniranimi diski 
Metodo s kombiniranimi diski za skupino B. cereus smo izvedli enako in z enakimi 
antibiotiki, kot je opisano v poglavju 3.3.5. Uporabili smo antibiotike (cefalosporine in 
karbapeneme), navedene v Tabeli 4. Ugotavljali smo, ali imajo osamljeni sevi vrste B. 
cereus/B. thuringiensis beta-laktamaze, ESBL in karbapenemaze, ki so inhibirane s 
klavulansko kislino oz. EDTA. Vse inokulirane plošče z diski smo inkubirali pri 37 °C za 
24 h. Inhibicijske cone smo odčitali, kot je opisano v poglavju 3.3.5.  
  
Slika 2: Primer testiranja občutljivosti za izbrane antibiotike in prisotnosti beta-laktamaz 
pri sevu B. cereus/B. thuringiensis z metodo s kombiniranimi diski (levo: cefalosporini, 
desno: karbapenemi). 
3.4.6.2 Difuzijska metoda z diski za ugotavljanje občutljivosti 
za izbrane antibiotike 
Inokulum, plošče in inokuliranje plošč smo izvedli enako, kot je opisano v poglavju 3.3.5. 
Na površino gojišča, na katero smo nanesli suspenzijo bakterijskega seva, smo nato polagali 
standardne diske z izbranimi antibiotiki (Tabela 7), za katere smo po pregledani literaturi 
ugotovili, da so najpogosteje rabljeni za zdravljenje okužb, povzročenih z bakterijo B. cereus 
(Bottone, 2010). Difuzijsko metodo z diski smo izvedli v skladu s CLSI M100-27 (2017) in 
se za interpretacijo oprli na mejne vrednosti za skupino Staphylococcus spp. ter 
Enterococcus spp.  
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Vse inokulirane plošče z diski smo inkubirali pri 37 °C za 24 h. Inhibicijske cone smo 
odčitali, kot je opisano v poglavju 3.3.5. 
Tabela 7: Antibiotiki, ki smo jih uporabili pri difuzijski metodi z diski za seve skupine B. 
cereus/B. thuringiensis. 
Antibiotik Koncentracija 
Vancomycin (VA 30) 30 µg 
Oxacilin (OX 1) 1 µg 
Ciprofloxacin 5 µg 
Linezolid 30 µg 
Gentamicin 10 µg 
Streptomicin 10 µg 
3.4.6.3 Difuzijska metoda z gradientom za ugotavljanje 
minimalne inhibicijske koncentracije za tetraciklin 
Difuzijsko metodo z gradientom Etest® smo izvajali po navodilih proizvajalca 
(bioMérieux). Inokulum, plošče in inokuliranje plošč smo izvedli enako, kot je opisano v 
poglavju 3.3.5., le da smo namesto diskov na inokulirano površino nanesli trakec z različnimi 
koncentracijami antibiotika. Na trakec je gradientno nanešen antibiotik, kar pomeni, da ima 
na eni strani najnižjo koncentracijo, ki se proti drugemu koncu postopno zvišuje. S to metodo 
smo ugotavljali minimalno inhibitorno koncentracijo antibiotika tetraciklina na seve B. 
cereus.  
Vse inokulirane plošče smo inkubirali pri 37 °C za 24 h. Minimalno inhibitorno 
koncentracijo smo odčitali tako, da smo upoštevali najmanjšo koncentracijo, pri kateri se je 
cona pojavila. Rezultate smo interpretirali na podlagi CLSI M45-P (2006).  
3.4.7 Genotipsko določanje beta-laktamaz pri sevih skupine 
Bacillus cereus  
Za genotipizacijo 21 sevov B. cereus smo izolacijo DNK iz vzorca, pripravo vzorca in gelsko 
elektroforezo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.3.6. Določali smo enake gene za odpornost 
kot pri enterobakterijah, ki so navedene v Tabeli 5 in po enakih metodah.  
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3.5 Stafilokoki 
Iz kultur, porastlih na gojišču Mannitol Salt (v nadaljevanju MS) predhodne študije, smo 
odvzeli seve, ki so bili glede na morfološke značilnosti potencialni predstavniki 
stafilokokov, ki razgrajujejo manitol. Kolonije so bile rumene, z rumeno cono na gojišču, 
kar pomeni, da so manitol pozitivne. V kolikor niso manitol pozitivni, gre lahko za druge 
predstavnike stafilokokov, zlasti koagulaza negativnih, ali mikrokokov (Merck, 12th 
eddition).  
3.5.1 Izolacija stafilokokov na selektivno-diferencialnem 
kromogenem gojišču za določanje MRSA in test hemolize 
Izbranih 190 sevov smo odvzeli s cepilno zanko iz gojišča MS in jih razmazali na kromogeno 
gojišče MRSA (HiCrome MeReSa Agar Base) s suplementom (MeReSa Selective 
Supplement), ki smo ju pripravili po navodilih proizvajalca. Kulture, ki so porastle na tem 
gojišču, so bile odporne proti meticilinu. Ker se na MS rumeno obarvajo tudi mikrokoki, 
smo vzporedno izvajali še test hemolize (mikrokoki nimajo hemolize), in sicer z vzporednim 
prenosom na krvni agar. Seve, ki so na krvnem agarju tvorili beta-hemolizo, smo šteli za 
stafilokoke (UK Standards, 2014). 
Predstavnike rodu Staphylococcus smo poskušali pridobiti tudi iz suspenzije brisov po 
predobogatitvi v gojišču BHI in inkubaciji 24 h pri 37 °C. Iz suspenzije vsakega brisa smo 
odpipetirali 1 ml in ga prenesli na prazno petrijevko. Prenesene vzorce smo prelili s 
kromogenim gojiščem MRSA. 
Vse vzorce, nacepljene na krvni agar in kromogeno gojišče MRSA, smo v skladu z navodili 
proizvajalca inkubirali pri 37 °C za 24–48 h. Sevi, ki so po inkubaciji tvorili kolonije na 
kromogenem gojišču MRSA, so bili glede na navodila proizvajalca (HiMedia, 2013) odporni 
proti meticilinu.  
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3.5.2 Priprava čiste bakterijske kulture 
Čisto kulturo smo pripravili po metodi, ki je opisana v poglavju 3.3.2, le da smo seve odvzeli 
iz selektivno diferencialnega kromogenega gojišča MRSA. Za pripravo čiste kulture smo 
uporabili gojišče MH in inkubirali 24–48 h pri 37 °C. 
3.5.3 dentifikacija stafilokokov 
3.5.3.1 Identifikacija z masno spekfotomerijo (MALDI-TOF) 
Izolirane seve stafilokokov smo poslali v Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano 
(NLZOH). Z metodo MALDI-TOF so identificirali izolirane seve stafilokokov. Seve, ki niso 
ponovno zrastli na NLZOH in jih posledično ni bilo mogoče identificirati, smo identificirali 
sami z biokemijskimi testi API® Staph.  
3.5.3.2 Biokemijski test API Staph za identifikacijo 
stafilokokov 
Pripravo vzorca za biokemijsko identifikacijo smo izvedli po metodi, ki je opisana v 
poglavju 3.3.4, le da smo namesto pripravljene fiziološke raztopine uporabili ampule API 
Staph Medium (bioMérieux), ki so del komercialnega seta za analizo. 
Bakterijske seve smo identificirali s komercialno biokemijsko preiskavo API Staph 
(bioMérieux) po navodilih proizvajalca. Inokulirane trakove smo inkubirali pri 37 °C za 18–
24 h. Odčitane rezultate smo vnesli v program APIWEB™, s pomočjo katerega smo 
interpretirali rezultate in pridobili identifikacijo za izolate stafilokokov.  
 
Slika 3: Primer rezultata biokemijske preiskave z API Staph za sev Staphylococcus warneri. 
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3.5.4 Fenotipsko določanje odpornosti stafilokokov proti 
antibiotikom 
3.5.4.1 Difuzijska metoda z diski 
Fenotipsko določanje občutljivosti smo izvedli po difuzijski metodi z diski v skladu s 
standardom CLSI M100-S27 (2017). Pripravo gojišča in inokuluma za osamljene 
stafilokoke smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.3.5. 
S sterilnim brisom smo vsak osamljen sev stafilokokov inokulirali na eno ploščo MH gojišča 
po celotni površini. Nato smo na inokulirano površino nanesli standardne diske z vsebnostjo 
antibiotikov. Uporabili smo antibiotike, navedene v Tabeli 8. Diske z vsebnostjo oksacilina 
in cefoksitina smo uporabili za ugotovitev odpornosti proti meticilinu (MRS in MRSA) 
(CLSI M100-S27, 2017). 
Tabela 8: Antibiotiki, ki smo jih uporabili pri difuzijski metodi z diski za seve stafilokokov. 
Antibiotik Koncentracija 
Oxacilin (OX 1) 1 µg 
Cefoxitin (FOX 3) 30 µg 
 
Vse inokulirane plošče z diski smo inkubirali pri 37 °C za 24 h. Rezultate smo odčitavali s 
pomočjo ravnila, pri čemer smo merili inhibicijske cone okoli diskov. Odmerjene premere 
inhibicijskih con smo primerjali z vrednostmi v standardu CLSI M100-27 (2017) in tako 
določili, ali je bakterija odporna (ang. resistant), občutljiva (ang. sensitive) ali delno 
občutljiva (ang. intermediate). Uporabili smo standardni sev S. aureus ATCC 25923.  
3.5.4.2 Mikrodilucijska metoda v mikrotitrskih ploščah 
Mikrodilucijsko metodo za ugotavljanje odpornosti sevov stafilokokov proti vankomicinu 
(VRS, VRSA) smo izvajali po standardu CLSI M07-A10 (2015) in CLSI M100-S27 (2017). 
Naredili smo razredčitve antibiotika vankomicina (American Pharmocopoeia) z bujonom 
MH v epruvetah s postopnimi razredčitvami 250–0,125 µg/ml (CLSI M100-S27, 2017). 
Mikrotitrska plošča ima 12 utorčkov v vsaki vrstici, v kateri se testira posamezni sev. V 
zadnjem (dvanajstem) utorčku smo odpipetirali le MH bujon brez antibiotika kot kontrolo 
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rasti, v preostale utorčke v vrstici pa smo po vrsti odpipetirali razredčitve iz epruvet (od 
največje koncentracije do najmanjše). Inokulum smo pripravili tako, da smo seve 
stafilokokov po inkubaciji razredčili v bujonu MH, pri čemer je nastal inokulum s 
koncentracijo 106 CFU/ml. Ko smo v vsak utorček s stopnjujočo se koncentracijo dodali 
50 µl inokuluma, se je posledično koncentracija zmanjšala za polovico, torej so bile dejanske 
koncentracije pri testiranju 125–0,0625 µl/ml. Rezultate smo odčitavali tako, da smo gledali, 
ali je vsebina utorčkov motna zaradi rasti bakterij ali bistra, kjer je rast bakterij inhibirana. 
Tako smo lahko odčitali minimalno inhbitorno koncentracijo (MIC) pri najnižji 
koncentraciji, ki še zavre rast bakterij (pri naslednji – nižji koncentraciji je rast že vidna). 
Rezultate smo interpretirali v skladu s standardom CLSI M100-27 (2017). 
3.6 Enterokoki 
Odvzeli smo kolonije iz predhodne študije, ki so na gojišču Slanetz Bartley (v nadaljevanju 
SB) porastle izrazito temno roza-vijoličaste barve.  
3.6.1 Izolacija enterokokov na selektivno-diferencialnem gojišču 
in priprava čiste bakterijske kulture 
Odvzete seve smo ponovno precepili na gojišče SB, ki je selektivno za enterokoke (Merck, 
12th eddition) in pripravili čisto kulturo. Vse precepljene seve smo inkubirali pri 37 °C za 
24–48 h.  
3.6.2 Fenotipsko določanje občutljivosti enterokokov za 
antibiotike 
Fenotipsko določanje občutljivosti smo izvedli po difuzijski metodi z diski v skladu s 
standardom CLSI M100-S27 (2017). Pripravo gojišča in inokuluma za izolirane enterokoke 
smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.3.5. 
S sterilnim brisom smo vsak sev enterokokov inokulirali na dve plošči MH gojišča po celotni 
površini. Nato smo na inokulirano površino nanesli diske z vsebnostjo antibiotikov. 
Uporabili smo antibiotike (Tabela 9), ki se najpogosteje uporabljajo za zdravljenje 
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enterokokih okužb, vključno z vankomicinom, da bi našli tudi proti vankomicinu odporne 
seve VRE (CLSI M100-S27, 2017).  
Tabela 9: Antibiotiki, ki smo jih uporabili pri difuzijski metodi z diski za seve enterokokov. 
Antibiotik Koncentracija 
Vankomycin (VA) 30 µg 
Ampicilin (AMP) 10 µg 
Ampicilin-Sulbaktam (SAM) 20 µg 
Gentamicin (GEN) 120 µg 
Linazolit (LZD) 30 µg 
Nitrofurantoin (FM) 300 µg 
Nuorfluxacin (NOR) 10 µg 
 
Vse inokulirane plošče z diski smo inkubirali pri 37 °C za 24 h. Rezultate smo odčitavali s 
pomočjo ravnila, pri čemer smo merili inhibicijske cone okoli diskov. Odmerjene premere 
inhibicijskih con smo primerjali s standardom CLSI M100-27 in tako določili, ali je bakterija 
odporna (ang. resistant), občutljiva (ang. sensitive) ali delno občutljiva (ang. intermediate).  
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4 REZULTATI 
Iz predhodne študije smo iz selektivnega gojišča X-GLUC in predobogatitve v bujonu 
pridobili 26 sevov po Gramu negativnih palčk. Iz bujona pa še 35 sevov po Gramu pozitivnih 
palčk, ki so porastli na gojišču ESBL. Iz selektivnih gojišč MS 185 sevov stafilokokov in 14 
sevov enterokokov, skupno torej 260 sevov, pri katerih smo ugotovili odpornost proti 
antibiotikom.  
4.1 Odpornost proti antibiotikom pri enterobakterijah in po 
Gramu negativnih palčkah  
Izmed 26 po Gramu negativnih palčk iz X-GLUC sta na gojišču ESBL porastla le 2 seva 
(7,6 %), ki sta predvidoma tvorila beta-laktamaze razširjenega spektra. Slednja smo 
identificirali kot Pseudomonas spp. in Escherichia vulneris. Rezultate kombinirane metode 
z diski smo interpretirali s pomočjo CLSI M100-S27 (2017). Za Pseudomonas spp. smo 
uporabili mejne vrednosti vrste P. aeruginosa ter za E. vulneris mejne vrednosti 
Enterobacteriaceae. Oba seva sta izkazala odpornost proti vsem uporabljenim 
cefalosporinom tretje generacije, vendar pri nobenemu izmed sevov ni bilo razlike vsaj 
5 mm med diski z antibiotikom in diski z antibiotikom ter inhibitorjem, ki bi dokazovala 
vsebnost ESBL oz. karbapenemaz. Občutljivejša sta bila za karbapeneme, oba sta bila 
namreč občutljiva za imipenem, vendar odporna proti meropenemu. Kljub rezultatom 
fenotipske metode, smo pri verižni reakciji s polimerazo za oba seva uspeli pomnožiti gene 
za izbrane beta-laktamaze. Rezultati gelske elektroforeze so pokazali, da E. vulneris 
poseduje nukleotidno zaporedje za beta-laktamazo CTX-M1 in Pseudomonas spp. za CTX-
M9 ter OXA-51.  
4.2 Identifikacija predstavnikov znotraj skupine Bacillus cereus 
sensu latu in njihova odpornost proti antibiotikom 
Iz predobogatitvenega gojišča smo pridobili 35 sevov, ki smo jih po mikroskopiranju 
opredelili kot po Gramu pozitivne palčke, od tega smo jih po rasti na gojišču MYP ter 
krvnem agarju 21 opredelili kot Bacilus cereus sensu lato. S PCR smo identificirali 
predstavnike iz skupine B. cereus (BCg) ter vsebnost beta-laktamaz, značilne za to skupino. 
Pri 14 (66,7 %) od 21 obravnavanih sevov po Gramu pozitivnih palčk smo pomnožili 
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nukleotidno zaporedje, značilno za skupino B. cereus, pri 14 (66,7 %) se je pomnožilo 
nukleotidno zaporedje, značilno za B. thuringiensis, izmed teh pa smo pri enajstih (52,4 %) 
dokazali oba hkrati. Pomnožena nukleotidna zaporedja za BCg bi se načeloma morale 
pomnožiti tudi pri ostalih sevih B. thuringiensis (pri vseh), vendar se značilni odseki DNK 
verjetno niso pomnožili zaradi slabše optimizacije pogojev pomnoževanja, izolacije DNK, 
možnih inhibitorjev pomnoževanja ali neprimerne metode. Pri nobenem izmed sevov se niso 
pomnožila genska zaporedja, značilna za vrste B. anthracis, B. cereus ali B. mycoides. Ker, 
glede na znano literaturo, zanesljive genetske metode za ločevanje B. thuringiensis in B. 
cereus sensu stricto še ne poznamo, obstaja verjetnost, da so sevi s pomnoženimi 
nukleotidnimi zaporedji za B. thuringiensis lahko B. cereus sensu stricto. Nukleotidna 
zaporedja za metalo-beta-laktamaze bla2 (BCII) značilne za B. cereus/B. thuringiensis smo 
določili pri 16 sevih (76,2 %), pri enem izmed tudi bla1 (BCI) in pri enem bla3 (BCIII).  
Odpornost oz. tvorbo beta-laktamaz smo testirali fenotipsko in genotipsko. Rezultati 
fenotipske metode z diski so prikazani v Tabeli 10 in Tabeli 11. Tabela 10 prikazuje število 
ali odstotek sevov, pri katerih je bila cona okoli diska ob dodatku inhibitorja (klavulanske 
kisline ali EDTA) večja za vsaj 5 mm, kar fenotipsko potrjuje prisotnost beta-laktamaz ali 
karbapenemaz občutljivih za inhibitorje. Tabela 11 prikazuje odstotek sevov, ki so bodisi 
občutljivi, delno občutljivi ali odporni proti antibiotikom, ki se običajno uporabljajo proti 
vrsti B. cereus. Ker B. cereus ni tako klinično pomemben, zanj ni interpretacije za metodo z 
diski v standardu CLSI M100-27 (2017). Za interpretacijo rezultatov smo privzeli mejne 
vrednosti za enterokoke in stafilokoke (glej komentar pod Tabelo 11).  
Tabela 10: Razpon con za posamezne beta-laktamske antibiotike in število ter odstotek 
sevov B. cereus/B. thuringiensis, ki so imeli ob dodatku inhibitorja premer cone večji za 
vsaj 5 mm; (n = 21). 
Antibiotik 
Razpon con 
(mm) 
Št. sevov ≥ 
5 mm 
Odstotek sevov ≥ 
5 mm (%) 
Cefpodoxime 6–6   
Cefpodoxime – Clavulanate 6–6 0 0 
Ceftazidime 6–6   
Ceftazidime – Clavulanate 6–12 4 19,1 
Cefotaxime 6–15   
Cefotaxime – Clavulanate 6–12 2 9,5 
Imipenem 12–43   
Imipenem – EDTA 13,5–43 0 0 
Meropenem  6–31   
Meropenem – EDTA  6–31 0 0 
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Tabela 11: Mejne vrednosti, razpon con za posamezni antibiotik in odstotek občutljivih (S), 
delno občutljivih (I) in odpornih (R) sevov B. cereus/B. thuringiensis; (n = 21). 
Antibiotik 
Mejne vrednosti (mm) 
Razpon con (mm) 
Odstotek sevov (%) 
S I R S I R 
VankomycinA ≥ 17  15–16 ≤ 14 13–19 42,9   47,6  9,5 
OksacilinB ≥ 25 - ≤ 24 6–6  0  - 100  
CiprofloksacinC ≥ 21  16–20 ≤ 15 20–25 95,24 4,76 0 
LinezolidC ≥ 21  - ≤ 20 23–30 100 0 0 
GentamicinC ≥ 15  13–14 ≤ 12 15–22 100 0 0 
StreptomicinA ≥ 10   7–9 6  15–24 100  0  0  
 
Antibiotik 
MIC (μg/mL) 
Razpon MIC (μg/mL) 
Odstotek sevov (%) 
S I R S I R 
TetraciklineD ≤ 4 8  ≥ 16 0,064–3 100 0 0 
Legenda: ANavedene mejne vrednosti za vankomicin in streptomicin smo privzeli po standardu CLSI M100-
S27 (2017) mejne vrednosti za proti vankomicinu odporne enterokoke in visoko odporne enterokoke proti 
aminoglikozidom. BNavedene mejne vrednosti za oksacilin so po standardu CLSI M100-S27 (2017) mejne 
vrednosti za cefoksitin, ki veljajo za stafilokoke (cefoksitin se uporablja kot nadomestni test za interpretacijo 
odpornosti stafilokokov na oksacilin). CNavedene mejne vrednosti za ciprofloksacin, linezolid in gentamicin 
so po standardu CLSI M100-S27 (2017) in veljajo za stafilokoke. DMejne vrednosti za Bacillus spp. v skladu s 
standardom CLSI M45-P (2006). 
 
Slika 4: Primer rezultatov PCR pomnožkov gena za beta-laktamaze tipa CTX za seve B. 
cereus/B. thuringiensis; 500 bp = 500 baznih parov, L = molekularni označevalec dolžin 
pomnožkov 
Genotipsko smo osamljenim sevom poskušali najti nukleotidna zaporedja, ki kodirajo beta-
laktameze, karbapenemaze ali AmpC. Genskega zapisa za izbrane karbapenemaze IMP, 
VIM, GIM, SIM in SPM nismo ugotovili pri nobenem izmed sevov, prav tako nismo našli 
500 bp 
L 
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genov za TEM in AmpC. Izmed testiranih sevov smo pri 13 (61,9 %) sevih ugotovili ESBL, 
in sicer blaOXA, skupino blaCTX-MA ali blaCTX-M (1, 2, 8, 9, 25) (Slika 4). nukleotidna zaporedja za 
gen blaOXA smo potrdili pri 47,6 % (10) testiranih sevov. Pri treh sevih (14,3 %) sta se 
pomnožili 2 ali 3 zaporedja blaOXA hkrati. Vsi potrjeni blaOXA geni so se izrazili pri sevih, ki 
so že posedovali katerikoli pomnožek vrste blaCTX. Število in odstotek sevov za posamezna 
zaporedja ESBL sta navedena v Tabeli 12. 
Tabela 12: Število in odstotek osamljenih sevov, pri katerih smo z metodo PCR detektirali 
gene za beta-laktamaze razširjenega spektra, AmpC in karbapenemaze; (n = 21). 
Beta-laktamaze in AmpC Karbapenemaze 
Nukleotidno 
zaporedje 
Št. 
sevov 
Odstotek 
sevov (%) 
Nukleotidno 
zaporedje 
Št. 
sevo
v 
Odstotek 
sevov (%) 
Nukleotidno 
zaporedje 
Št. 
sevov 
Odstotek 
sevov (%) 
blaCTX -M1 6 28,6 blaOXA 51 4 19 blaVIM 0 0 
blaCTX -M2 2 9,5 blaOXA 23 1 4,8 blaGIM 0 0 
blaCTX -M8 3 14,3 blaOXA 40 6 28,6 blaIMP 0 0 
blaCTX -M9 1 4,8 blaOXA 58 1 4,8 blaSIM 0 0 
blaCTX -M25 4 19 blaOXA 48 3 14,3 blaSPM 0 0 
bla-CTX-MA 9 42,9 AmpC 0 0       
blaTEM 0 0             
4.3 Identifikacija stafilokokov in ugotavljanje njihove odpornosti 
proti antibiotikom 
Na kromogeno gojišče MRSA smo prenesli 185 sevov, od tega jih je na tem gojišču zrastlo 
54 (29,2 %), ki so bili potencialno stafilokoki, odporni proti meticilinu. Izmed 54 osamljenih 
sevov nam je uspelo pripraviti 33 sevov čiste kulture, vendar pa 5 sevov po biokemijski 
identifikaciji niso bili pripadniki rodu Staphylococcus spp., zato smo naprej testirali 27 sevov 
Staphylococcus spp., ki so porastli na kromogenem gojišču MRSA. Slednje smo 
identificirali in ugotavljali njihovo odpornost. Kot kontrolni sev smo uporabili S. aureus 
ATCC 25923. Kot je razvidno iz Tabele 13, je bilo največ identificiranih sevov vrste 
Staphylococcus warneri (33,3 %), sledi S. aureus (14,8 %) ter z enakim odstotkom 
Staphylococcus lugdunensis in Staphylococcus hominis (11,1 %).  
Cefoksitin se uporablja kot nadomestni test za interpretacijo odpornosti stafilokokov proti 
oksacilinu zaradi gena mecA (CLSI M100-S27, 2017). V naši študiji smo uporabili oba 
antibiotika za primerjavo. Mejne vrednosti se razlikujejo za koagulaza negativne stafilokoke 
(ConS) ter S. aureus in S. lugdunensis, kar smo pri interpretaciji upoštevali. Vsi sevi so 
izkazali fenotipsko odpornost proti cefoksitinu (mecA pozitivni) (Tabela 14), kar pomeni 
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odporni proti oksacilinu. Hkrati so vsi razen enega izkazali fenotipsko odpornost proti 
oksacilinu. Le en sev (S. aureus) je izrazil občutljivost za oksacilin. Stafilokoki, ki so 
odporni proti oksacilinu oz. cefoksitinu se štejejo za odporne proti vsem ostalim penicilinom, 
karbapenemom, cefemom, beta-laktamom/beta-laktamskim kombinacijam z inhibitorji 
(razen proti novejšim cefalosporinom z anti-MRSA aktivnostjo). Sevi, ki so odporni proti 
oksacilinu in cefoksitinu, se posledično po standardu interpretirajo kot odporni proti 
meticilinu (CLSI M100-S27, 2017), torej so bili vsi testirani sevi, ki so predhodno porastli 
na kromogenem gojišču MRSA, odporni proti meticilinu.  
Tabela 13: Identificirani sevi, njihovo število in odstotek; (n = 27). 
Identifikacija seva Število Odstotek (%) 
Staphylococcus warneri 9 33,3 
Staphylococcus aureus 4 14,8 
Staphylococcus lugdunensis 3 11,1 
Staphylococcus hominis 3 11,1 
Staphylococcus haemolyticus 2 7,4 
Staphylococcus pasteuri 1 3,7 
Staphylococcus epidermidis 1 3,7 
Staphylococcus sciuri 1 3,7 
Staphylococcus saprofyticus 1 3,7 
Staphylococcus cohnii 1 3,7 
Staphylococcus xylosus 1 3,7 
 
Z mikrodilucijsko metodo smo potrdili, da nobeden izmed sevov ni bil odporen proti 
vankomicinu, pri čemer jih je bilo kar 63 % (17) delno občutljivih, mednje sodijo tudi vsi 
štirje sevi S. aureus (2,2 %), ter zgolj 15 % (4) občutljivih. Za 22 % (6) sevov ni podatka.  
 
Slika 5: Primer testiranja občutljivosti seva Staphylococcus warneri z difuzijsko metodo z 
diski za antibiotike vankomicin, oksacilin, cefoksitin. 
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Tabela 14: Mejne vrednosti za antibiotike z difuzijsko metodo z diski, razpon dobljenih con 
in odstotek občutljivih in odpornih sevov (CLSI M100-S27, 2017); (n=27). 
Antibiotik 
Mejne vrednosti CLSI (mm) 
Razpon con (mm) 
Odstotek sevov (%) 
S I R S I R 
Oxacilin ≥ 22A/≥ 25B / ≤ 21A/≤ 24B 6–24 3,7 / 96,3 
Cefoxitin ≥ 22A/≥ 25B / ≤ 21A/≤ 24B 6–13 0,0 / 100 
 
Antibiotik 
MIC (μg/mL) Razpon MIC 
(μg/mL) 
Odstotek sevov (%)E 
S I R S I R 
Vankomycin ≤ 2C/≤ 4D 
4–8C/ 
8–16D 
≥ 16C/≥ 32D 4–16 15 63 0 
Legenda: Mejne vrednosti so navedene za: AS. aureus in S. lugdunensis in BConS (koagulaza negativni 
stafilokoki). Mejne vrednosti so navedene za: CS. aureus in DConS. EZa 22 % sevov ni podatka. 
4.4 Odpornost proti antibiotikom pri enterokokih 
Na gojišče SB smo prenesli 32 sevov enterokokov, ki so prav tako zrastli na SB gojišču 
prejšnje študije. Zrastlo jih je 23, od tega nam je uspelo pripraviti 14 sevov čiste kulture. 
Osamljene seve smo testirali na občutljivost za antibiotike, ki se običajno uporabljajo za 
zdravljenje okužb z enterokoki (CLSI M100-S27, 2017). Vsi sevi so bili občutljivi za 
vankomicin in gentamicin. 64,3 % sevov je bilo delno občutljivih ali odpornih proti enemu 
ali več antibiotikov. Beta-laktamaze, inhibirane s sulbaktamom, je tvorilo 14,3 % od 14 
sevov enterokokov (Tabela 15).  
Tabela 15: Mejne vrednosti, razpon con, odstotek občutljivih sevov in odstotek sevov, ki so 
ob dodatku sulbaktama premer inhibicijske cone pri difuzijski metodi z diski imeli večji za 
vsaj 5 mm; (n = 14). 
 
Antibiotik 
Mejne vrednosti CLSI 
(mm) 
Razpon con 
(mm) 
 
Odstotek sevov 
(%) 
 Razlika ≥ 5 mm 
(%) 
S I R S I R 
Vankomycin ≥ 17 15–16 ≤ 14 18,5–32 100,0 0,0 0,0 - 
Ampicilin  ≥ 17 - ≤ 16 6–35 85,7 0,0 14,3 - 
Ampicilin-Sulbaktam  - - - 11–36 - - - 14,3 
Gentamicin  ≥ 10 7–9A 6 13,5–50 100,0 0,0 0,0 - 
Linezolid ≥ 23 21–22 ≤ 20 14,5–40 78,6 0,0 21,4 - 
Nitrofurantoin ≥ 17 15–16 ≤ 14 6–42 92,9 0,0 7,1 - 
Norfloxacin ≥ 17 13–16 ≤ 12 6–29 42,9 21,4 28,6 - 
Legenda: AV tem območju ni določena odpornost/občutljivost, potreben test z mikrodilucijsko metodo za 
potrditev.  
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5 RAZPRAVA 
Oblačila, ki smo jih analizirali, razen predpasnik za hranjenje otrok, so civilna in jih 
vzgojiteljice perejo v domačem gospodinjstvu. Predpasnike perejo v vrtcu, ko jih 
vzgojiteljice oddajo v pralnico. Civilna oblačila vzgojiteljice nosijo doma in v službi ter ni 
znano, kolikokrat jih perejo. V predhodni študiji so iz teh oblačil odvzeli brise, ki so jih 
prenesli na selektivna gojišča. Na selektivnih gojiščih so pridobili posamezne skupine 
bakterij, vključno z enterobakterijami, stafilokoki in enterokoki. V naši nalogi smo 
bakterijske seve osamili, klasificirali in določili njihovo odpornost proti antibiotikom. 
Prenesli smo 26 sevov enterobakterij, 35 sevov iz rodu Bacillus spp., 185 sevov stafilokokov 
in 32 sevov enterokokov.  
5.1 Odpornost proti antibiotikom pri enterobakterijah in po 
Gramu negativnih palčkah  
Čeprav nismo osamili pričakovanih odpornih sevov enterobakterij (E. coli, Klebsiella spp.), 
smo na oblačilih vzgojiteljic vseeno našli 1 sev oportunistične patogene enterobakterije E. 
vulneris, pri kateri smo poleg fenotipske odpornosti proti cefalosporinom tretje generacije 
dokazali tudi genetsko predispozicijo za tvorbo beta-laktamaze CTX-M1. Več študij je, v 
nasprotju z našimi rezultati, vrsto E. vulneris opredelilo kot bolj ali manj občutljivo za 
cefalosporine (Venincasa, 2016; Pien et al., 1985; Brenner et al., 1982). Le Pien in sodelavci 
(1985) so poleg občutljivih sevov osamili enega, ki je, za razliko od ostalih, izkazal nekaj 
več odpornosti proti cefalosporinom prve in druge generacije. Ojer-Usoz in sodelavci (2014) 
so osamili le en sev E. vulneris iz odpadne vode, ki mu prav tako kot v naši raziskavi s 
fenotipsko metodo niso potrdili tvorjenja ESBL. E. vulneris naravno kolonizira človeški 
respiratorni trakt, ženske genitalije, urinarni trakt in blato, vendar je kljub temu lahko 
oportunistični patogen, ki povzroča infekcije (Brenner et al., 1982). Poročali so o infekcijah 
intravenoznega katetra, osteomielitisu, urinarni sepsi in meningitisu (Mohanty et al., 2005; 
Spaulding, Rothman, 1996; Levine, Goldberg, 1994; Awsare, Lillo, 1991). Osamljeni sev 
Pseusomonas spp. je bil s kombinirano metodo z diski potrjen kot odporen proti vsem 
uporabljenim cefalosporinom, kar je primerljivo z rezultati študije Torkar in Dražetić (2017), 
vendar tako kot pri bakteriji E. vulneris, kljub genotipski potrditvi blaCTX-M9 ter blaOXA-51, s 
fenotipsko metodo nismo potrdili beta-laktamaz. Da smo pri Pseusomonas spp. izolirali 
blaOXA-51, podpira tudi dejstvo, da so beta-laktamaze tipa OXA značilne za Pseusomonas 
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spp. (Bush et al., 1995). P. aeruginosa in tudi drugi predstavniki tega rodu so na splošno 
prisotni v okolju, zlasti v vodi (Ryan, 2004d). Sicer ne vemo, ali smo osamili P. aeruginosa 
ali drugi manj patogeni sev iz tega rodu. Glede na to, da je pogoj za okužbo z bakterijo P. 
aeruginosa zelo oslabljen imunski sistem ali težka bolezen ter da smo uspeli iz vseh vzorcev 
osamiti le en odporen sev, menimo, da omenjena vrsta bakterije ni predstavljala nevarnosti 
osebam v vrtcu. Enako predpostavljamo tudi za sev E. vulneris, za katerega je le malo poročil 
kot o povzročitelju bolezni in je iz vseh naših vzorcev edini odporni predstavnik 
enterobakterij. Osamljeni bakteriji lahko posredno predstavljata vir genov za odpornost, ki 
se lahko prenašajo na druge patogene bakterije v okolju vrtca.  
5.2 Identifikacija predstavnikov znotraj skupine Bacillus cereus 
sensu latu in njihova odpornost proti antibiotikom 
Vsi sevi B. cereus so bili odporni proti cefpodoximu in ceftazidimu, medtem ko so bile cone 
ob uporabi drugih beta-laktamskih antibiotikov pri nekaterih sevih večje. To pomeni, da so 
bili sevi zanje občutljivejši, vendar mejnih vrednosti za B. cereus sensu latu za beta-
laktamske antibiotike ne določa noben standard, saj je intrinzično odporen proti beta-
laktamu (zaradi tvorbe beta-laktamaz BC I, BC II, BC II). Sevi so bili najbolj občutljivi za 
imipenem. Tendenca za tvorbo beta-laktamaz je bila izražena le ob uporabi ceftazidima z 
dodatkom klavulanske kisline in cefotaksima z dodatkom klavulanske kisline. Cona ob 
dodatku klavulanske kisline je bila večja za minimalno 5 mm pri 4 sevih (19,1 %) za 
ceftazidim in pri 2 sevih za (9,5 %) cefotaksim, kar je relativno majhen odstotek sevov, pri 
katerih so se tvorile beta-laktamaze (ESBL), glede na rezultate avtorjev Torkar in Bedenić 
(2018), ki sta prisotnost beta-laktamaz fenotipsko dokazala z 98,5 % tako za ceftazidim kot 
za cefotaksim z dodatkom klavulanske kisline. Pri enem izmed naših sevov so se beta-
laktamaze s fenotipsko metodo izrazile pri ceftazidimu in cefotaksimu, hkrati smo z metodo 
PCR pomnožili gen za ESBL, in sicer konsenzus blaCTX-MA in blaOXA-40. Pri 60 % sevov s 
fenotipsko ugotovljenimi beta-laktamazami se je pomnožil vsaj eden izmed izbranih ESBL 
genov skupine blaOXA, blaCTX-MA, blaCTX, izmed vseh (21) pa smo zaporedja za izbrane beta-
laktamaze uspeli pomnožiti pri 61,9 % sevih B. cereus/B. thuringiensis. Izmed sevov, 
katerim se geni za ESBL niso pomnožili, jih je 66,7 % imelo gen za BCII. Skupno smo torej 
85,7 % sevom identificirali bodisi ESBL ali BCII, kar pojasnjuje številčnost odpornih sevov. 
Zaporedje BCII določajo beta-laktamaze, ki jih klavulanska kislina ne inhibira (Chen et al., 
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2003), zato je bilo število sevov z razliko cone ob dodatku klavulanske kisline majhno. Pri 
tem je sicer treba izpostaviti, da so vsi sevi, razen enega, ki smo jim fenotipsko potrdili beta-
laktamaze, imeli tudi BCII. Podobno je prišlo do razhajanj med fenotipsko in genotipsko 
potrditvijo beta-laktamaz pri Torkar in Bedenić (2018). Wagner in sodelavci (2011) so beta-
laktamaze BCI, BCII, BCIII identificirali pri sevih B. cereus in B. mycoides, medtem ko naši 
rezultati navedene beta-laktamaze pripisujejo B. cereus/B. thuringiensis, saj pri nobenem 
sevu nismo z uporabljenimi začetnimi oligonukleotidi pomnožili genov za kateregakoli 
drugega predstavnika skupine B. cereus. Chen in Tsen (2002) trdita, da razlikovanje B. 
thuringiensis in B. cereus z metodo PCR ni popolnoma zanesljivo, če pri pomnoževanju ni 
prisoten gen cry. Pomnoževanje z začetnimi oligonukleotidi za skupino B. cereus na 
ribosomski 16S RNA (16S rRNA) je namreč dalo varljive rezultate, prav tako tudi 
Fernández-No in sodelavci (2013) niso uspeli razlikovati med B. thuringiensis in B. cereus 
glede na genetske analize gena 16S rRNA. Ribeiro Junior s sodelavci (2016) – po njihovi 
metodi kuhanja smo izvajali izolacijo DNK – je sicer dokazoval le pomnožitev 16S rRNA 
in rpoB genomske DNK pri Bacillus spp., vendar so nekateri avtorji s kuhanjem izolirali 
tudi druge gene, specifične pri B. thuringiensis in B. cereus. Ngamwongsatit in sodelavci 
(2008) so namreč s kuhanjem izolirali DNK za ugotavljanje genov za tvorbo enterotoksinov, 
medtem ko so Sauka in sodelavci (2005) uporabili to metodo pri določanju DNK za 
ugotavljanje genov cry2. Oligonukleotidni začetniki, ki smo jih uporabili za razlikovanje 
znotraj skupine B. cereus, se namreč pomnožijo na tarčnem genu gyrB (Park et al., 2007). 
Obstaja torej verjetnost, da so naši osamljeni sevi, ki so se jim je pomnožila nukleotidna 
zaporedja za B. thuringiensis, pravzaprav B. cereus, kar je prav tako dilema drugih avtorjev, 
ki ti dve vrsti še vedno niso uspeli razlikovati, kljub sodobnejšim pristopom genetskih analiz.  
Nobeden izmed sevov ni izražal tvorbe karbapenemaz ob dodatku EDTA imipenemu in 
meropenemu, hkrati tudi z metodo PCR nismo pomnožili genov za karbapenemaze iz 
razreda B beta-laktamaz po Amblerjevi shemi: blaIMP, blaVIM, blaGIM, blaSPM, blaSIM. To 
pomeni, da naši sevi B. cereus ne posedujejo testiranih karbapenemaz s cinkom v aktivnem 
mestu encimov metalo-beta-laktamaz. Slednje le delno potrjujeta Torkar in Bedenić (2018), 
ki nista pomnožili nobenega izmed genov blaGIM, blaSPM, blaSIM, sta pa za razliko od nas 
uspeli pomnožiti blaVIM in blaIMP pri 27,3 % sevov B. cereus. Nukleotidna zaporedja blaOXA, 
ki smo jih testirali, so serinske beta-laktamaze iz razreda D po Amblerjevi shemi, ki prav 
tako hidrolizirajo karbapeneme, le da jih EDTA ne inhibira (Bush in Jacoby, 2010; 
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Woodford, 2010), zato se pri izvedeni fenotipski metodi ne izražajo. BlaOXA smo potrdili z 
genotipsko metodo pri 47,6 % (10) testiranih sevov.  
Skladno z rezultati testiranih cefalosporinov so bili sevi tudi 100% odporni proti oksacilinu, 
kot še enemu predstavniku beta-laktamov. Rezultate podpira študija avtorja Luna in 
sodelavcev (2007), v kateri je 100 % sevov B. thuringiensis in 91 % B. cereus izkazalo 
odpornost proti oksacilinu. Glede na CLSI M100-S27 (2017) (definirano za stafilokoke) se 
proti oksacilinu odporni sevi lahko štejejo za odporne proti večini beta-laktamov predvsem 
pa penicilinom, kar za seve B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides potrjujejo Luna in 
sodelavci (2007), saj so za penicilinske antibiotike oksacilin, ampicilin in penicilin dobili 
ujemajoče rezultate. Z izjemo bakterije B. anthracis ima skupina B. cereus namreč 
intrinzično odpornost proti penicilinom, saj so geni za metalo-beta-laktamaze BCI, BCII in 
BCIII nameščeni na kromosomih (Chen et al., 2003). Tako lahko naše rezultate za odpornost 
proti oxacilinu primerjamo z drugimi študijami, ki so tako kot mi poročali o 100 % ali 89,7 
% odpornosti proti penicilinu in ampicilinu (Torkar in Bedenić, 2018; Arslan et al., 2014). 
Luna in sodelavci (2007) so poročali o 100 % občutljivosti sevov B. cereus za vankomicin 
in ciprofloksacin, mi pa smo ugotovili 42,9 % občutljivih in le 9,5 % odpornih sevov proti 
vankomicinu, kar 47,6 % pa jih je bilo delno občutljivih. Za ciprofloksacin je bilo v naši 
študiji občutljivih 95,2 %, kar je podobno rezultatom Luna in sodelavci (2007). Našim 
rezultatom se najbolj približajo Arslan in sodelavci (2014), ki poročajo o 93,1 % odpornih 
sevov B. cereus, osamljenih iz sladoleda, medtem ko Torkar in Bedenić (2018) s 94 % 
občutljivih sevov iz živil in bolnišničnih vzorcev. Nobeden izmed navedenih avtorjev ni 
ugotovil odpornosti proti ciprofloksacinu, le Torkar in Bedenić (2018) sta, podobno kot mi, 
ugotovili 1,5 % delno občutljivih sevov. Vsi testirani sevi so bili občutljivi za linezolid, 
gentamicin, streptomicin ter z mikrodilucijsko metodo testiran tetraciklin, kar je popolnoma 
v skladu z rezultati avtorja Luna in sodelavcev (2007). O 100 % občutljivosti za streptomicin 
poročata Torkar in Seme (2009), s čimer se skladajo tudi naši rezultati. Za razliko od naših 
rezultatov (100 % občutljivost za tetraciklin) so nekoliko več odpornosti proti tetraciklinu 
ugotovili pri skupini B. cereus avtorji Torkar in Bedenić (2018) ter Arslan in sodelavci 
(2014). Če izvzamemo odpornost naših sevov proti beta-laktamskim antibiotikom, ker je 
skupina B. cereus že intrinzično odporna proti njim, nismo v naši raziskavi ugotovili 
večkratno odpornih sevov, torej takšnih, ki so odporni proti trem ali več skupinam 
antibiotikov (Magiorakos et al., 2012). Nobeden izmed sevov namreč ni bil odporen na več 
nebeta-laktamskih antibiotikov. Le 9,5 % sevov je izkazalo odpornost na drug antibiotik, in 
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sicer vankomicin. Odstotek naših sevov, odpornih proti vankomicinu, je razmeroma majhen, 
zaskrbljujoče je število delno občutljivih sevov, kar nakazuje na hitro širjenje in razvoj 
odpornosti.  
5.3 Identifikacija stafilokokov in ugotavljanje njihove odpornosti 
proti antibiotikom 
Iz površin oblačil vzgojiteljic smo izmed 185 po Gramu pozitivnih kokov iz gojišča MS 
osamili 2,2 % (4) sevov, ki so hkrati MRSA in VISA, ter 12,4 % (23) sevov CoNS, ki so bili 
MRS pozitivni ter 7 % (13) VIS. Podobno kot mi so tudi Hewlett in sodelavci (2009) izolirali 
seve MRSA iz 2 % (4) vzorcev, odvzetih iz površin in predmetov otroškega vrtca. En sev 
MRSA je bil odvzet z igrače iz blaga, kar pritrjuje naši raziskavi, da je blago lahko vir 
prenosa z MRSA izven kliničnega okolja. Nasprotno Ryan in sodelavci (2011) v vzorcih 
opreme šolskih telovadnic niso našli nobenega seva MRSA. Tavares in sodelavci (2010) ter 
Shahin in sodelavci (1999), ki so MRSA iskali na delih telesa otrok v vrtcu, sorodnikov in 
vzgojiteljev, so dokazali klicenoštvo MRSA. Pri nobenemu izmed MRSA pozitivnih sevov 
niso hkrati ugotovili tudi odpornosti proti vankomicinu. Čeprav tudi v naši študiji nobenemu 
izmed MRSA sevov ni bila ugotovljena odpornost proti vankomicinu, smo za razliko od 
Shahin in sodelavci (1999) ter Tavares in sodelavci (2010) vseeno vsem štirim MRSA sevom 
ugotovili delno občutljivost za ta antibiotik. Izolirali smo torej MRSA seve, ki so bili hkrati 
tudi VISA. Hasan in sodelavci (2016) so iz opeklinskih ran pacientov izolirali seve MRSA, 
ki so jih nadaljnje testirali za VRSA. Slednji so 52 % sevom potrdili odpornost proti 
vankomicinu, vendar je pri tem treba omeniti, da gre za klinične vzorce, torej so sevi 
podvrženi selektivnemu pritisku antibiotikov. V kliničnem okolju je zaradi selektivnega 
pritiska antibiotikov prevalenca odpornih bakterij lahko pričakovana, prav tako je pojavnost 
bakterije S. aureus pričakovana iz vzorcev telesa v zgoraj navedenih študijah, kjer so iskali 
nosilce MRSA. Nepričakovano je, da smo v okolju, kjer neposrednega pritiska antibiotikov 
ni, identificirali MRSA in VISA, vendar ne iz delov telesa, kjer je kolonizacija S. aureus 
možna, temveč na samih oblačilih vzgojiteljic. Sklepamo, da je vir za kontaminacijo oblačil 
z bakterijo S. aureus ravno koža koloniziranih zdravih oseb, pri katerih je bakterija del 
normalne mikrobiote (Ryan, 2004a). Zaskrbljujoče je tudi dejstvo, da je 12,4 % sevov 
testiralo MRS pozitivno in da je izmed 27 sevov MRS in MRSA kar 63 % delno občutljivih 
za vankomicin. Tudi CoNS namreč postajajo pogost povzročitelj bolnišničnih okužb 
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(Becker et al., 2014). MRSA, MRS in VISA torej niso le kritična točka v kliničnem okolju, 
kajti odporni sevi so vse prej kot izjema tudi v nekliničnem okolju, kot je vrtec.  
5.4 Odpornost proti antibiotikom pri enterokokih 
Osamljeni sevi enterokokov so bili najbolj občutljivi za vankomicin in gentamicin, ki sta 
bila učinkovita proti vsem sevom. Nasprotno kot mi so Perry in sodelavci (2001) dokazali, 
da je bilo kar 38 % uniform ZD, ki so bile pred tem oprane v domačem gospodinjstvu, po 
koncu izmene kontaminiranih z VRE, kar je smiselno glede na to, da gre za klinične izolate. 
Ker je nivo VRE lahko razmeroma nizek že pri kliničnih sevih (< 20 %) (Goel et al., 2016; 
Butcu et al., 2011; Mannu et al., 2003), ni nenavadno, da v naši študiji nismo potrdili VRE 
na površinah oblačil vzgojiteljic. Sevi so bili najbolj odporni proti norfloksacinu, podobno 
je poročal tudi Goel s sodelavci (2016), nekaj manj odpornosti so sevi izkazali proti 
nitrofuraoninu, linezolidu in ampicilinu. Beta-laktamaze so se z dodatkom klavulanske 
kisline ampicilinu odražale le pri dveh sevih (14,3 %), eden izmed dveh je bil odporen proti 
ampicilinu brez klavulanske kisline drugi ne. V celoti je bilo 64,3 % sevov odpornih ali delno 
občutljivih za enega ali dva antibiotika, nobeden ni bil odporen proti trem ali več (odporen 
proti širokemu spektru) antibiotikom.  
 
5.5 Ključne ugotovitve in potrditve hipotez 
Oblačila vzgojiteljic v vrtcu lahko predstavljajo vir proti antibiotikom odpornih bakterij. Iz 
brisov oblačil vzgojiteljic smo namreč uspeli osamiti seve proti antibiotikom odpornih 
bakterij, in potrdili prvo hipotezo, pri tem pa večkratno odpornih sevov proti izbranim 
antibiotikom nismo ugotovili. Le 7,6 % testiranih sevov po Gramu negativnih palčk je 
domnevno tvorilo ESBL, ne pa tudi karbapenemaz. Potrdili smo prisotnost B. cereus/B. 
thuringiensis in 61,9 % sevom te vrste dokazali ESBL ter 76,2 % sevom metalo-beta-
laktamaze, značilne za to vrsto (BCI, BCII, BCIII) in s tem potrdili drugo hipotezo. Potrdimo 
lahko tudi tretjo hipotezo saj smo iz brisov uspeli osamiti tudi MRSA, MRS, VIS in VISA, 
ne pa tudi VRSA oz. VRS. Med laboratorijskim delom so se pokazale tudi nekatere omejitve 
študije. Uporabljali smo namreč metode za identifikacijo in ugotavljanje odpornosti proti 
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antibiotikom, ki so bile na razpolago, niso pa tudi najbolj optimalne za zanesljive rezultate. 
Prav tako smo bili pri eksperimentalnem delu omejeni na razpoložljivo opremo in materiale. 
Ker niso porastli vsi sevi na vseh uporabljenih gojiščih, se je med praktičnim delom 
zmanjševal testirani vzorec, prav tako iz različnih razlogov pri nekaterih testih za določene 
seve nismo uspeli dobiti rezultata. Zaradi teh odstopanj je bila zmanjšana natančnost končnih 
rezultatov.   
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6 ZAKLJUČEK 
Iz površin oblačil vzgojiteljic smo osamili proti različnim antibiotikom odporne 
predstavnike po Gramu negativnih palčk ter po Gramu pozitivne stafilokoke, enterokoke in 
predstavnike rodu Bacillus spp. ter s tem potrdili prvo hipotezo te študije. Sevi po Gramu 
negativnih palčk so bili odporni proti beta-laktamskim antibiotikom širokega spektra, prav 
tako tudi sevi B. cereus/B. thuringiensis, pri katerih smo hkrati ugotovili tudi odpornost proti 
vankomicinu in delno občutljivost za ciprofloksacin nekaterih sevov. Stafilokoki so bili 
odporni proti cefoksitinu in oksacilinu (tj. meticilinu), nekateri pa tudi delno občutljivi za 
vankomicin. Enterokoki so bili odporni proti norfloksacinu, nitrofuraoninu, linezolidu in 
ampicilinu, vendar nobeden izmed najdenih ni bil VRE ali odporen proti gentamicinu. Kljub 
ugotovitvi odpornosti proti različnim antibiotikom, iz vseh vzorcev nismo osamili nobenega 
seva, ki bi bil večkratno odporen proti antibiotikom (tj. proti trem ali več).  
Pri le 7,6 % sevov po Gramu negativnih bakterij smo ugotovili odpornost proti beta-
laktamskim antibiotikom širokega spektra, pri čemer smo, kljub majhnemu odstotku, potrdili 
drugo hipotezo. Na oblačilih vzgojiteljic smo namreč osamili en sev E. vulneris, ki je 
oportunistični patogen in tvori ESBL, vendar menimo, da je številčno zanemarljiv, vsaj kar 
se tiče ogrožanja zdravja pri vzgojiteljicah in otrocih. Geni za ESBL so pri enterobakterijah 
večinoma prenosljivi s plazmidi, torej se lahko prenesejo v vrtčevskem okolju tudi na 
potencialno patogene bakterije. Gene za ESBL smo zasledili tudi pri po Gramu negativnem 
sevu Pseudomonas spp. Tudi slednji je po številčnosti z vidika ogrožanja zdravja oseb 
zanemarljiv, sploh glede na to, da je vseprisoten v okolju, pomemben pa je genski zapis 
blaOXA-51, ki ga lahko z mobilnim dednim zapisom posreduje drugim bakterijam. Pri sevih 
B. cereus/B. thuringiensis smo ugotovili intrinzično odpornost proti beta-laktamu in hkrati 
nukleotidna zaporedja za izbrane gene ESBL, zlasti iz skupine CTX in OXA. Menimo, da 
so sevi B. cereus/B. thuringiensis lahko ključni pri širjenju beta-laktamaz in ESBL med 
enterobakterijami in ostalimi po Gramu negativnimi bakterijami.  
Ugotovili smo prisotnost MRS (12,4 %) in MRSA (7 %) na površinah oblačil vzgojiteljic v 
vrtcu in s tem potrdili tretjo hipotezo. MRSA izven kliničnega okolja ni novost, saj se je 
pojavljala na rekreacijskih lokacijah in celo v vrtcu, zanimivo pa je, da so bili nekateri sevi 
MRS in MRSA hkrati delno občutljivi za vankomicin (VIS in VISA).  
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Potrdili smo vse tri hipoteze, vendar je pri tem pomembno izpostaviti, da izmed vseh 
osamljenih odpornih sevov nobeden ni bil večkratno odporen, torej odporen proti trem ali 
več skupinam antibiotikov hkrati. Poleg tega je bila pri posameznih rodovih ali vrstah 
pojavnost odpornosti razmeroma nizka (enterobakterije, Pseudomonas spp., enterokoki), 
vendar menimo, da so naše najdbe pomemben pokazatelj širjenja odpornosti bakterij proti 
antibiotikom izven kliničnega okolja. Takšni rezultati so podlaga za skrb in potrebne ukrepe, 
da se širjenje odpornih bakterij izven kliničnega okolja zameji, zato je nadaljnje spremljanje 
in proučevanje te tematike nujno. 
Naše ugotovitve utemeljujejo, da je zaradi obvladovanja nalezljivih bolezni v vrtcu ter 
prenosa odpornih bakterij, ki lahko ogrožajo tako varovance kot tudi vzgojiteljice, potrebno 
izvajati strožji zdravstveno higienski režim. Iz tega vidika menimo, da bi bilo poleg izvajanja 
ostalih higienskih ukrepov (higiena objekta, higiena rok, ipd.), za vzgojiteljice v vrtcu 
smiselno vpeljati uporabo delovnih uniform, ki bi jih prali v za to namenjeni pralnici, po 
postopkih, ki zagotavljajo dezinfekcijo perila. Prav tako bi bila primerna uvedba ločenih 
garderobnih omaric za civilno in delovno obleko, ki bi zmanjšala prenos odpornih bakterij 
in potencialno patogenih mikroorganizmov iz uniforme na civilna oblačila ali obratno. Za 
uspešno obvladovanje nalezljivih bolezni bi morale vzgojiteljice delovno obleko redno 
menjati ter obleči svežo ob prihodu na delo in se preobleči v civilno po končanem delu. S 
tem bi se zmanjšal prenos odpornih in potencialno patogenih bakterij med vzgojiteljicami in 
otroci v vrtcu, saj ti odporne bakterije lahko prenesejo v domače gospodinjstvo oz. iz 
gospodinjstva v vrtec. Kot faktor vpliva na pojavnost proti antibiotikom odpornih bakterij 
vidimo tudi družinske člane vzgojiteljic ali otrok, ki so zaposleni v zdravstvu ali so kot 
pacienti večkrat izpostavljeni odpornim bakterijam v zdravstvenih ustanovah ali samemu 
zdravljenju z antibiotiki. Ugotovitve te študije podpirajo določbe Zakona o nalezljivih 
boleznih (Ur. L. RS št. 33/06) in Zakona o varnosti in zdravju pri delu (Ur. L. RS št. 43/11). 
Z vidika primerjave in ugotavljanja pomembnosti naših najdb bi bilo zanimivo vedeti, 
kakšna bi bila pojavnost odpornih bakterij v vrtcu, kjer bi vzgojiteljice nosile delovno 
obleko, ki se pere po postopkih, ki zagotavljajo dezinfekcijo, in ne civilne obleke.  
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 8 PRILOGE 
8.1 Rezultati testiranj po Gramu negativnih palčk 
Priloga 1: Podatki o vzorcu, identifikacija seva in rezultati testa oksidaze in kombinirane metode z diski (cefalosporini). 
znaki 
bolezni 
starost 
mesto 
vzorč. 
vzgoji-
teljica 
test 
oksidaze 
identifikacija sev 
ANTIBIOTIKI 
CTX 
CTX 
(S/I/R) 
CTX/
CLA 
≥ 5 
mm 
CPD 
CPD 
(S/I/R) 
CPD/
CLA 
≥ 5 
mm 
CAZ 
CAZ 
(S/I/R) 
CAZ/
CLA 
≥ 5 
mm 
ne 37 pas 6 - 
Escherichia 
vulneris 
15h 14 R 12 - 13 R 13 - 6 R 6 - 
ne - predpasnik 
slepi 
vz. 
+ 
Pseudomonas 
spp 
23d/b 6 R 6 - 6 R 6 - 6 R 6 - 
Legenda: CTX – cefotaksim, CPD – cefpodoksim, CAZ – ceftazidim, CLA – klavulanska kislina, S – občutljiv, I – delno občutljiv, R – odporen 
Priloga 2: Rezultati difuzijske metode z diski (karbapenemi) ter genotipsko določanje beta-laktamaz ter metalo-karbapenemaz. 
Sev 
ANTIBIOTIKI ISKANA NUKLEOTIDNA ZAPOREDJA 
IMI 
IMI 
(S/I/R) 
IMI/ 
EDTA 
≥ 5 
mm 
MEM 
MEM 
(S/I/R) 
MEM/
EDTA 
≥ 5 
mm 
Multiplex 
CTX 
CTX 
-MA 
TEM 
Multiplex 
Carbapenem. 
AmpC 
Multiplex 
OXA 
15h 23,5 S 24,5 - 18 R 19 - M1 - - - - - 
23d/b 20,5 S 19 - 15,5 R 15 - M9 - - - - OXA51 
Legenda: IMI – imipenem, MEM – meropenem, EDTA – etilendiamintetraocetna kislina, S – občutljiv, I – delno občutljiv, R – odporen  
  
 8.2 Rezultati B. cereus/B. thuringiensis 
Priloga 3: Podatki o vzorcu, rezultati genotipizacije sevov B. cereus/B. thuringiensis. 
znaki 
bolezni 
starost 
mesto 
vzorčenja 
vzgojiteljica Sev 
ISKANA NUKLEOTIDNA ZAPOREDJA 
Multiplex CTX 
CTX -
MA 
TEM 
Multiplex 
Carbapenem. 
AmpC 
Multiplex 
OXA 
BC 
group 
BCI, BCII, 
BCIII 
ne 50 predpasnik 1 2b - - - - - - BT bla2 
ne 50 predpasnik 1 2c M9, M25 + - - - OXA51, 40, 48 BCg, BT bla2 
ne 32 predpasnik 3 8a - - - - - - BCg, BT bla2, bla3 
ne 54 Pas 6 14b M1, M25 - - - - OXA48 NP NP 
ne 50 Pas 1 B45b M1 + - - - - BCg, BT bla2 
ne 50 predpasnik 1 B46 - - - - - - BCg, BT bla2 
ne 35 Pas 2 B48 NP  - - -  BCg, BT NP 
ne 55 Pas 4 B54 M25 + - - - OXA40 BCg bla2 
ne 55 rama 4 B56a - - - - - - - - 
ne 53 predpasnik 5a B58 M1 - - - - OXA51, 58 NP bla2 
ne 37 Pas 6 B59b - - - - - - BCg, BT bla2 
ne  
lastna čista 
obleka 
slepi vzorec B68 M1 + - - - - BCg, BT bla2 
ne 50 Pas 1 B69 - - - - - - BT bla2 
ne 50 rama 1 B71 M1 - - - - OXA51 BT bla2 
ne 55 Pas 4 B78 - + - - - OXA40 BCg bla2 
ne 55 rama 4 B80 M8 + - - - OXA40 BCg bla2 
ne 30 Pas 5 B81 M2, M1, M25 + - - - OXA48 BCg, BT bla2, bla1 
ne 37 Pas 6 B83a M8, M25 - - - - OXA51, 23, 40 BCg, BT bla2 
ne 37 Pas 6 B83b - - - - - - NP NP 
ne 36 predpasnik 7c B86 M8 + - - - OXA40 BCg, BT - 
ne 25 predpasnik 8 B88 M2 + - - - - BCg, BT bla2 
Legenda: NP = ni podatka  
 Priloga 4: Rezultati kombinirane metode z diski za seve B. cereus/B. thuringiensis (cefalosporini in metalo-karbapenemi). 
Sev 
ANTIBIOTIKI 
CTX CTX/CLA ≥ 5mm CPD CPD/CLA ≥ 5mm CAZ CAZ/CLA ≥ 5mm IMI IMI/EDTA ≥ 5mm MEM MEM/EDTA ≥ 5mm 
2b 6 6 - 6 6 - 6 6 - 16 18 - 14 13 - 
2c 6 6 - 6 6 - 6 6 - 19 18,5 - 13 15,5 - 
8a 6 6 - 6 6 - 6 6 - 17 17 - 6 6 - 
14b 6 6 - 6 6 - 6 6 - 12 13,5 - 6 6 - 
B45b 15 11 - 6 6 - 6 8 - 43 43 - 27 27 - 
B46 8 8 - 6 6 - 6 6 - 29 29 - 13 13 - 
B48 11 9 - 6 6 - 6 11 5 37 34 - 22 22 - 
B54 6 6 - 6 6 - 6 6 - 30 32 - 14 18 - 
B56a 7 7 - 6 6 - 6 6 - 29 29 - 12 13 - 
B58 6 10 - 6 6 - 6 11 5 36 37 - 23 23 - 
B59b 10 8 - 6 6 - 6 12 6 39 39 - 24 24 - 
B68 6 11 5 6 6 - 6 7 - 32 31 - 30 30 - 
B69 11 9 - 6 6 - 6 6 - 30 30 - 19 19 - 
B71 9 8 - 6 6 - 6 7 - 29 29 - 15 15 - 
B78 6 12 6 6 6 - 6 12 6 34 34 - 20 19 - 
B80 6 6 - 6 6 - 6 6 - 37 37 - 31 31 - 
B81 8 9 - 6 6 - 6 6 - 34 35 - 16 20 - 
B83a 8 8 - 6 6 - 6 6 - 25 25 - 12 12 - 
B83b 9 8 - 6 6 - 6 6 - 28 27 - 14 12 - 
B86 6 6 - 6 6 - 6 6 - 39 38 - 23,5 25 - 
B88 12 12 - 6 6 - 6 8 - 39 37 - 25 26 - 
Legenda: CTX – cefotaksim, CPD – cefpodoksim, CAZ – ceftazidim, CLA – klavulanska kislina, IMI – imipenem, MEM – meropenem, EDTA – etilendiamintetraocetna kislina, S 
– občutljiv, I – delno občutljiv, R – odporen 
  
 Priloga 5: Rezultati difuzijske metode z diski za seve B. cereus/B. thuringiensis (ostali antibiotiki). 
Sev 
ANTIBIOTIKI 
CIP 
(mm) 
CIP 
S/I/R 
OXA 
(mm) 
OXA 
(S/I/R) 
VAN 
(mm) 
VAN 
(S/I/R) 
LZD 
(mm) 
LZD 
(S/I/R) 
GEM 
(mm) 
GEM 
(S/I/R) 
STM 
(mm) 
STM 
(S/I/R) 
MIC TC 
(μg/mL) 
TC 
(S/I/R) 
2b 23 S 6 R 13 R 28 S 16 S 23 S 1 S 
2c 22 S 6 R 13 R 23 S 18 S 16 s 0,75 S 
8a 24 S 6 R 16 I 28 S 20 S 24 s 1 S 
14b 24 S 6 R 16 I 27 S 18 S 21 S 0,064 S 
B45b 25 S 6 R 17 S 25 S 17 S 22 S 0,75 S 
B46 22 S 6 R 16 I 27 S 15 S 20 S 1,5 S 
B48 23 S 6 R 17 S 26 S 20 S 20 S 0,5 S 
B54 24 S 6 R 15 I 24 S 16 S 17 S 1 S 
B56a 21 S 6 R 16 I 28 S 17 S 15 S 1 S 
B58 25 S 6 R 17 S 30 S 16 S 20 S 1,5 S 
B59b 23 S 6 R 19 S 29 S 20 S 20 S 1 S 
B68 21 S 6 R 15 I 24 S 15 S 16 S 0,25 S 
B69 22 S 6 R 17 S 29 S 19 S 18 S 1,5 S 
B71 25 S 6 R 18 S 30 S 17 S 19 S 1,5 S 
B78 22 S 6 R 16 I 26 S 18 S 16 S 3 S 
B80 25 S 6 R 17 S 26 S 19 S 22 S 3 S 
B81 24 S 6 R 18 S 27 S 15 S 17 S 1 S 
B83a 24 S 6 R 17 S 29 S 20 S 18 S 0,5 S 
B83b 22 S 6 R 15 I 27 S 22 S 21 S 1 S 
B86 20 I 6 R 16 I 24 S 16 S 16 S 0,5 S 
B88 23 S 6 R 15 I 26 S 16 S 18 S 0,064 S 
Legenda: CIP – ciprofloksacin, OXA – oksacilin, VAN – vankomicin, LZD – linezolid, GEM – gentamicin, STM – streptomicin, MIC – minimalna inhibitorna koncentracija, TC – 
tetraciklin, S – občutljiv, I – delno občutljiv, R – odporen  
 8.3 Rezultati testiranj stafilokokov 
Priloga 6: Podatki o vzorcu, rezultati difuzijske metode z diski in identifikacija stafilokokov. 
Vzgojiteljica 
Vzorčno 
mesto 
Starost Sev 
ANTIBIOTIKI 
Identifikacija OXA 
(mm) 
OXA 
(S/I/R) 
FOX 
(mm) 
FOX 
(S/I/R) 
VAN (MIC) 
µg/ml 
VAN (MIC) 
(S/I/R) 
6 Pas 37 15p 16 R 6 R 4 I Staphylococcus Aureus 
8 predpasnik 25 20a 24 S 6,3 R 4 I Staphylococcus Aureus 
5a pas 53 57e 14 R 13 R 8 I Staphylococcus Aureus 
7a pas 56 61i 9,5 R 7 R 8 I Staphylococcus Aureus 
5a pas 53 57f 16,5 R 8 R 8 I 
Staphylococcus 
Lugdunensis 
3 rama 32 B53 13 R 8 R 16 I 
Staphylococcus 
Lugdunensis 
6 predpasnik 37 40a 21 R 6 R 0 NP 
Staphylococcus 
Lugdunensis 
1 pas 50 45d 8 R 6 R 4 S Staphylococcus pasteuri 
2 rama 35 50b 14 R 8 R 16 I 
Staphylococcus 
haemolyticus 
5a pas 53 57a 19,5 R 7 R 8 I 
Staphylococcus 
epidermidis 
5a pas 53 57b 17 R 6 R 8 I Staphylococcus hominis 
5a pas 53 57c 18 R 7 R 4 S Staphylococcus Sciuri 
7a pas 56 61g 12,5 R 7 R 8 I Staphylococcus warneri 
7a pas 56 61h 13 R 8 R 8 I Staphylococcus warneri 
7a pas 56 61j 11 R 7,5 R 8 I Staphylococcus warneri 
5b pas 30 B81b 12 R 13 R 4 S Staphylococcus warneri 
5b predpasnik 30 B82b 10 R 7,5 R 4 S Staphylococcus warneri 
2 rama 35 50a 6 R 6 R 0 NP Staphylococcus Warneri 
3 pas 32 B75 10 R 6 R 16 I Staphylococcus Hominis 
3 predpasnik 32 B76 11 R 6 R 0 NP 
Staphylococcus 
Saprofyticus 
 Vzgojiteljica 
Vzorčno 
mesto 
Starost Sev 
ANTIBIOTIKI 
Identifikacija OXA 
(mm) 
OXA 
(S/I/R) 
FOX 
(mm) 
FOX 
(S/I/R) 
VAN (MIC) 
µg/ml 
VAN (MIC) 
(S/I/R) 
7c pas 36 B85 14 R 6 R 8 I 
Staphylococcus 
Hameolyticus 
2 pas 35 4f 6 R 6 R 0 NP Staphylococcus Waneri 
7a pas 56 61 9 R 6 R 16 I Staphylococcus Hominis 
2 pas 35 28a 6 R 6 R 0 NP Staphylococcus Cohnii 
2 pas 35 28b 6 R 6 R 0 NP Staphylococcus Wanerii 
7c pas 36 85d 6 R 6 R 8 I Staphylococcus Xylosus 
2 pas 35 4e 6 R 6 R 8 I Staphylococcus Waneri 
Legenda: NP – ni podatka, OXA – oksacilin, FOX – cefoksitin, VAN – vankomicin, MIC – minimalna inhibitorna koncentracija, S – občutljiv, I – delno občutljiv, R – odporen 
  
 8.4 Rezultati enterokokov 
Priloga 7: Rezultati difuzijske metode z diski za enterokoke. 
Sev VAN 30 VAN (S/I/R) SAM 20 SAM ≥5mm AMP 10 AMP (S/I/R) GEM 120 GEM (S/I/R) NOR 10 NOR (S/I/R) FM 300 FM (S/I/R) LZD 30 LZD (S/I/R) 
5a 19 S 23,5 - 21 S 27,5 S 16 I 28,5 S 17 R 
22m 18,5 S 13 - 12,5 R 13,5 S 10,5 R 25 S 27 S 
28a 23,5 S 32 - 34,5 S 42 S 26 S 34 S 40 S 
29a 22 S 16 - 31 S 16 S 15 I 6 R 14,5 R 
36a 21 S 27 - 24 S 40 S 22,5 S 29 S 38 S 
34c 20 S 11 5 6 R 24 S 15 I 28,5 S 33 S 
25b 26 S 32 - 35 S 50 S 29 S 36 S >30 S 
25a 28 S >30 - >30 S >30 S >30 S 40 S >30 S 
31a 21,5 S 26 - 24 S 24 S 6 R 21 S 23 S 
29b 20 S 20 - 17 S 24 S 15 I 28 S 17 R 
50c 29 S 23 - 22 S 28 S 19 S 24 S 35 S 
50g 26 S 36 6 30 S 26 S 12 R 42 S 36 S 
50i 32 S 30 - 33 S 30 S 10 R 42 S 38 S 
57h 20 S 30 - 30 S 39 S 28 S 29 S 37 S 
Legenda: VAN – vankomicin, AMP – ampicilin, SAM – ampicilin-sulbaktam, GEN – gentamicin, LZD – linezolid, FM – nitrofurantoin, NOR – nuorfluxacin, S – občutljiv, I – 
delno občutljiv, R – odporen 
 
 8.5 Slike elektroforeze, ki prikazujejo rezultate PCR pomnožkov 
izbranih nukleotidnih zaporedji, ki kodirajo encime za 
odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom pri sevih B. 
cereus/B. thuringiensis in dveh sevih po Gramu negativnih 
palčk 
Priloga 8: Rezultati pomnoženih specifičnih nukleotidnih zaporedji za beta-laktamaze CTX. 
CTX-multiplex PCR zajema oligonukleotidne začetnike za pomnožitev encimov CTX-M1, 
CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9, CTX-M25; 500 bp = 500 baznih parov; L = molekularni 
označevalec dolžin pomnožkov. 
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 Priloga 9: Rezultati pomnožitve nukleotidnih zaporedij celotnega razreda CTX 
(consensus). 500 bp = 500 baznih parov, L = molekularni označevalec dolžin pomnožkov. 
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Priloga 10: Rezultati pomnožitve nukleotidnih zaporedij za razred encimov OXA. 
Uporabljeni OXA-multiplex zajema oligonukleotidne začetnike za pomnožitev nukleotidnih 
zaporedij encimov OXA-51, OXA-23, OXA-40, OXA-58, OXA-48. 500 bp = 500 baznih 
parov, L = molekularni označevalec dolžin pomnožkov. 
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 8.6 Slike elektroforeze za seve B. cereus/B. thuringiensis, ki 
prikazujejo rezultate PCR pomnožkov izbranih nukleotidnih 
zaporedij, ki kodirajo beta-laktamaze, značilne za B. cereus 
sensu lato in nukleotidna zaporedja za posamezne vrste 
znotraj te skupine 
Priloga 11: Rezultati pomnožitve nukleotidnih zaporedji za določanje posameznih vrst 
znotraj skupine Bacillus cereus sensu lato (Park et al., 2007); 500 bp = 500 baznih parov. 
L = molekularni označevalec dolžin pomnožkov. 
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 Priloga 12: Rezultati pomnožitve nukleotidnih zaporedij beta-laktamaz, značilnih za 
Bacillus cereus sensu lato (Wagner et al., 2011). 500 bp = 500 baznih parov, L = 
molekularni označevalec dolžin pomnožkov. 
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